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A Dalbergia ecastaphyllum foi determinada como a origem botânica da própolis vermelha 
brasileira através de estudos químicos e moleculares. Este fato elevou a quantidade de 
pesquisa com essa espécie vegetal. O Instituto Nacional da Propriedade Industrial – INPI 
concedeu a Denominação de Origem a Própolis vermelha e Extrato de própolis vermelha de 
Alagoas cuja composição apresenta, entre outros compostos químicos, os marcadores 
formononetina e daidzeína. Entretanto, vários estudos têm identificado estes marcadores em 
amostras de D. ecastaphyllum e própolis vermelha de Sergipe. O objetivo deste trabalho foi 
definir a impressão digital de D. ecastaphyllum da região do baixo São Francisco por meio de 
marcadores químicos e moleculares, além de avaliar a atividade biológica para possibilitar o 
desenvolvimento de extratos padronizados com teores conhecidos de princípios ativos. Os 
perfis cromatográficos das plantas e da própolis vermelha apresentaram similaridade. Os 
resultados do HPLC demonstraram que as diferentes partes da planta possuem perfis químicos 
semelhantes. O composto ácido gálico foi identificado em todas as partes da planta, porém 
apenas na entrecasca foi encontrado os marcadores químicos formononetina e a biochanina A. 
O fingerprint ESI(-)-MS e as análises realizadas por UHPLC-MS foram mais precisas, pois os 
compostos formononetina, biochanina A e daidzeína foram identificados em todas as 
amostras. Os resultados do sequenciamento para a avaliação da identidade genética das 
populações de Dalbergia demonstraram que estas são muito homogêneas, possuindo 
exatamente o mesmo haplótipo para a região analisada.  Todos os extratos foram capazes de 
inibir o desenvolvimento das cepas clínicas Staphylococcus aureus e Pseudomonas 
aeruginosa. Os compostos ácido gálico e formononetina foram identificados, quantificados e 
utilizados como parâmetro para padronização do extrato de Dalbergia. Os resultados deste 
estudo demonstram que nem todos os compostos presentes nos extratos possuem atividade 
frente aos microrganismos utilizados e que provavelmente a ação combinada entre eles 
diminui a potência biológica do composto ácido gálico. Para se obter atividade antimicrobiana 
efetiva nestas amostras pode se padronizar o extrato com a quantidade mínima de 1% de ácido 
gálico e 4% de formononetina. De acordo com os resultados a D. ecastaphyllum do baixo São 
Francisco têm as mesmas características genéticas e perfis químicos similares apresentando 
inclusive os marcadores químicos considerados para a própolis vermelha alagoana. Faz-se 
necessário a realização de mais estudos comparativos entre as própolis da região nordeste 
visando à possibilidade da denominação de origem geográfica ser estendida para outros 
estados. Infere-se que, em relação aos marcadores químicos, qualquer parte da planta pode ser 
utilizada. Entretanto, sugerimos o uso da entrecasca como parte preferencial da planta para a 
produção de extratos em função da maior concentração de compostos encontrada. Embora os 
estudos de correlação indiquem que os compostos analisados têm atividade antimicrobiana, 
será necessário avaliar a atividade destes compostos isolados para confirmar esta hipótese. A 
similaridade genética das plantas e a presença de diversos marcadores químicos, bem como a 
facilidade de propagação dessa planta em sistema de cultivo possibilitam a exploração de um 
novo caminho de obtenção de compostos bioativos de forma direta a partir de extratos da 
entrecasca de D. ecastaphyllum. 








The Dalbergia ecastaphyllum was determined as a botanical origin of Brazilian red propolis 
by chemical and molecular studies. This fact raised the amount of research on this plant 
species. The National Institute of Industrial Property granted the designation of origin red 
propolis and Alagoas propolis extract whose composition has, among other chemical 
compounds, formononetin and daidzeína markers. However, several studies have identified 
the chemical markers of this product in samples of D. ecastaphyllum and propolis of Sergipe. 
The objective of this work was to define the fingerprint D. ecastaphyllum of low São 
Francisco by chemical and molecular markers, in addition to evaluating the biological activity 
to enable the development of standardized extracts with known concentrations of active 
ingredients. The chromatographic profiles of plants and propolis showed similarity. The 
HPLC results showed that the different parts of the plant have similar chemical profiles. The 
compound gallic acid were identified in all plant parts, but only on the bark been found 
formononetin and biochanin A chemical markers. The fingerprint ESI(-)-MS and analyzes by 
UHPLC-MS were more accurate, because the compounds formononetin, biochanin A and 
daidzein were identified in all samples. The results of the sequencing for evaluation of the 
genetic identity of populations of Dalbergia demonstrated that they are highly homogeneous, 
having exactly the same haplotype for the analyzed region. All extracts were able to inhibit 
the development of clinical strains of S. aureus and P. aeruginosa. The compounds gallic acid 
and formononetin were identified, quantified and used as parameters for standardization of 
Dalbergia extract. The results of this study demonstrate that not all compounds present in the 
extracts possess activity against the microorganisms used and probably the combined action 
between them decreases the biological potency of gallic acid compound. To achieve effective 
antimicrobial activity in these samples can standardize the extract with a minimum amount of 
1% gallic acid and 4% formononetin. According to the results D. ecastaphyllum low San 
Francisco have the same genetic characteristics and chemical profiles including presenting the 
chemical markers considered for Alagoas propolis. It is necessary to conduct more 
comparative studies between propolis the northeastern region to the possibility of 
geographical designation of origin be extended to other states. It is inferred that, compared to 
chemical markers, any part of the plant can be used. However, we suggest the use of bast as 
the preferred part of the plant for the production of extracts due to the higher concentration of 
compounds found. While correlation studies indicate that the compounds analyzed have 
antimicrobial activity, you need to evaluate the activity of these compounds isolated to 
confirm this hypothesis. The genetic similarity of plants and the presence of several chemical 
markers, as well as ease of propagation of this plant in cultivation system enables the 
operation of a new way of obtaining bioactive compounds directly from the inner bark of 
D.ecastaphyllum extracts. 
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Os produtos naturais têm sido uma fonte valiosa de moléculas com propriedades 
biológicas e representam uma importante alternativa para identificação de novos compostos 
bioativos utilizados pela indústria farmacêutica (ATANASOV et al., 2015).  
Dentre à enorme diversidade de produtos naturais existentes está a própolis, produto 
produzido por abelhas a partir de substâncias vegetais. Esta é comercializada pela indústria 
farmacêutica como uma alternativa terapêutica. Por ser uma fonte de compostos bioativos e 
possuir características físico-químicas e biológicas diferenciais, a variedade vermelha tem 
sido bastante estudada (MENDONÇA et al., 2015a). Para avaliar a origem botânica correta do 
produto apícola e a partir disto, produzir extratos padronizados, deve-se realizar a 
quantificação dos princípios ativos e a detecção do marcador químico.  
A composição da própolis é um reflexo da flora utilizada pelas abelhas. Estudos 
demonstraram que a origem botânica da própolis vermelha é a espécie Dalbergia 
ecastaphyllum (DAUGSCH et al., 2008; SILVA et al., 2008; JAIN et al., 2014). Porém o 
número de pesquisas a respeito desta planta do ponto de vista químico e farmacológico é 
ínfimo. Isto tem despertado interesse, pois a extração dos marcadores químicos da própolis 
vermelha para a produção de extratos poderia ser realizada diretamente da espécie vegetal em 
alternativa ao produto apícola. Para isso, se faz necessário a realização de estudos que 
identifiquem em qual parte da planta é obtido maior quantidade de compostos bioativos, se 
diferentes populações da mesma espécie produzem os mesmos compostos e principalmente, 
se possuem atividades biológicas. 
Estas análises são indispensáveis para garantir a eficácia, segurança e 
reprodutibilidade da atividade farmacológica do extrato vegetal tornando possível a produção 
e comercialização deste produto. De acordo com Rasheed et al. (2012) para obter uma 
padronização de extratos é necessário que os princípios ativos presentes na origem botânica 
estejam contidos no produto final, assegurando a quantidade e potência dos compostos na 
preparação e, com isso, possibilitando a obtenção de lotes reprodutíveis gerando um produto 
de alta qualidade com diferencial no mercado. 
Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo definir a impressão digital de D. 
ecastaphyllum da região do baixo São Francisco através de marcadores químicos e 
moleculares, além de avaliar a atividade biológica para possibilitar o desenvolvimento de 
extratos padronizados com teores conhecidos de princípios ativos. Este trabalho foi dividido 





estudados. O segundo capítulo intitulado por “Chemical and genetic similarity between 
Dalbergia ecastaphyllum and red propolis from the Northeastern Brazil.”, teve como objetivo 
comparar a identidade genética e química entre as populações de D.ecastaphyllum da região 
do Baixo São Francisco provenientes da margem Norte do rio São Francisco (estado de 
Alagoas) e da margem Sul do rio (estado de Sergipe). O terceiro capítulo intitulado 
“Phytochemical profile and fingerprinting from distinct anatomical parts of Dalbergia 
ecastaphyllum using different chromatographic techniques” teve por objetivo utilizar 
diferentes técnicas cromatográficas para identificar em qual das diferentes partes da planta 
(entrecasca, caule e folha) de D. ecastaphyllum os marcadores químicos são encontrados. O 
quarto e último capítulo intitulado “Caracterização química e atividade biológica de 
Dalbergia ecastaphyllum para produção de extratos padronizados” teve por objetivo produzir 
extratos de D. ecastaphyllum do nordeste brasileiro, padronizá-lo em compostos fenólicos, e 






REVISÃO DA LITERATURA 
 
1. Produtos Naturais 
Os produtos naturais têm sido essenciais para a descoberta e desenvolvimento de 
fármacos. Dentre eles, as plantas desempenham papel fundamental como fonte de princípios 
ativos para os medicamentos terapêuticos (XAVIER et al., 2015). De acordo com a 
Organização Mundial de Saúde (OMS), nos países desenvolvidos, 25% dos medicamentos 
são derivados de plantas, assim como cerca de 80% dos países em desenvolvimento 
dependem dos medicamentos tradicionais onde, 85% destes são produzidos a partir de 
extratos vegetais (SENTHILKUMAR et al., 2013; XAVIER et al., 2015). Estes produtos 
apresentam pequenas moléculas conhecidas como metabólitos secundários que não estão 
envolvidas nos processos vitais das células e tem como principal função aumentar a 
probabilidade de sobrevivência de um ser vivo por repelir ou atrair outros organismos 
(GURNANI et al., 2014). 
Segundo Klein et al. (2009), desde 1886 são descritos em inventários a abundância das 
plantas brasileiras produtoras de frutos alimentares, resinas, óleos, gomas, aromas, e, 
principalmente, o potencial medicinal. Produtos naturais agem como moléculas de ligação 
para a síntese de vários medicamentos potentes devido a diversidade estrutural incomparável, 
a dimensão relativamente pequena de muitos deles e suas propriedades farmacológicas, isto é, 
a capacidade de ser absorvido e metabolizado (STICHER, 2008). Devido à variedade da flora 
brasileira, os estudos com as plantas empregadas popularmente tem propiciado a busca de 
novos compostos bioativos (COUTINHO et al., 2009).  
Até o século XVIII, os componentes ativos da maioria dos medicamentos à base de 
plantas eram desconhecidos. Com o avanço das pesquisas em técnicas de separação, 
isolamento e caracterização tornou-se possível isolar, identificar e até quantificar os 
compostos bioativos dos produtos naturais (STICHER, 2008).  
Considerando que uma espécie vegetal pode conter muitos compostos, o processo de 
separação e isolamento pode ser longo e tedioso e está associado a resultados imprevisíveis, 
porém com os avanços técnicos, é possível rastrear e avaliar as atividades farmacológicas dos 
constituintes presentes em recursos naturais de forma eficiente (GURNANI et al., 2014). 
Devido a isso, o isolamento de produtos naturais geralmente combina várias técnicas de 
separação, as quais dependem da solubilidade, volatilidade e estabilidade dos compostos a 





Das espécies vegetais que eram tradicionalmente utilizadas em etnomedicina ou 
etnobotânica derivaram um significativo número de medicamentos. Entretanto, outros foram 
descobertos inicialmente através de um rastreio aleatório de extratos de plantas, determinando 
a sua atividade biológica in vitro ou in vivo (KRAUSE & TOBIN, 2013). Gurnani et al. 
(2014) afirmaram que os compostos bioativos derivados de espécies vegetais tem uma longa 
história de uso clínico por apresentar melhor aceitação por parte da população. 
Pelo menos 25% de todos os medicamentos modernos são derivados diretamente ou 
indiretamente de plantas medicinais, principalmente por meio da aplicação de tecnologias 
modernas ao conhecimento tradicional (MARTINS, 2013). Entretanto, segundo a OMS, essa 
porcentagem pode ser maior que 60% quando se trata de certas classes de produtos 
farmacêuticos, como medicamentos antitumorais e antimicrobianos (WHO, 2011). 
De acordo com o relatório da BCC Research (2015), o mercado global de 
medicamentos botânicos e derivados de plantas foi avaliado em US $ 23,2 bilhões em 2013 e 
US $ 24,4 bilhões em 2014. Espera-se que este mercado total atinja cerca de US $ 35,4 
bilhões em 2020, com uma taxa de crescimento anual composta de 6,6% 2015-2020. Segundo 
a Associação Brasileira de Empresas do Setor Fitoterápico, não existem dados oficiais sobre o 
tamanho desse mercado no Brasil (CARVALHO et al., 2008). A estimativa é que este 
comércio seja na ordem de 5% do total de medicamentos, o que corresponde a mais de US$ 
400 milhões/ano (BRUNING et al., 2012). Os pesquisadores acreditam que o país, por possuir 
a maior biodiversidade do planeta, deveria ter um papel de liderança nessa área (TERRA 
JUNIOR et al., 2015). 
2. Considerações sobre a família Fabaceae 
Considerada uma das maiores entre as Angiospermas tanto em número de gêneros e 
espécies quanto em importância econômica. Esta família descrita por Antoine Laurent de 
Jussieu abrange 19.325 espécies distribuídas em 727 gêneros (DI STASI & HIRUMA-LIMA, 
2002; LEWIS et al., 2005). No Brasil, foram registradas 2.735 espécies e 212 gêneros (31 
endêmicos), sendo abundantes em quase todos os biomas e ecossistemas do país (ANDRADE 
et al., 2009; LIMA et al., 2010). São encontradas em praticamente todas as formações 
vegetais do planeta, embora o atual centro de endemismo da família seja a região neotropical 
(LAVIN et al., 2004; FERNANDES & GARCIA, 2008). O aparelho vegetativo desta família 
é muito variável. Apresentam-se como ervas anuais ou perenes, eretas, prostradas, difusas, 
trepadeiras, subarbustos, arbustos e árvores de pequeno, médio ou grande porte (LEWIS, 





importantes famílias de plantas produtoras de alimentos, além de serem fonte de corantes, 
madeira e plantas ornamentais (AGUIAR et al., 2010). A família Fabaceae além de apresentar 
propriedades medicinais possui espécies produtoras de azeite e inseticidas, fixadoras de 
nitrogênio, dentre outras funções (DALARMI et al., 2015).  
3. O gênero Dalbergia 
De acordo com Mendes et al. (2012), esse gênero possui cerca de 100 espécies de 
árvores, arbustos e lianas (cipós e trepadeiras). No Brasil ocorrem 40 destas espécies, as quais 
são distribuídas em praticamente todos os ecossistemas, destacando-se as vegetações de 
Caatinga, Cerrado, Mata Atlântica e Campo Rupestre (CARVALHO, 1997). 
No gênero Dalbergia estão importantes árvores tropicais de madeira de lei, 
valorizadas pela sua madeira decorativa e, muitas vezes perfumadas, ricas em óleos 
aromáticos, que apresentam modo de dispersão de sementes principalmente pelo vento. 
Entretanto, em algumas espécies, o modo de dispersão é através da capacidade de flutuação 
dos frutos (ROUT et al., 2003; ARESI, 2011). 
Um exemplo de espécies de árvores desse gênero de importância econômica são os 
jacarandás que são utilizados para montagem de móveis e instrumentos musicais devido à alta 
durabilidade de suas madeiras (MENDES et al., 2012). Além disso, o tronco de algumas 
espécies, tal como a D. odorifera, faz parte da tradicional medicina chinesa (SONGSIANG et 
al., 2009). 
Embora conhecido por seu valor madeireiro, o gênero Dalbergia tem ampla aplicação 
na medicina popular. Diante disto, estudos realizados a partir de extratos variados de diversas 
partes das plantas têm identificado vários constituintes químicos, dentre estes destacam-se 
principalmente os isoflavonóides (NEUWINGER, 2000; HOU et al., 2011; KAZEMBE et al., 
2012; SAHA et al., 2013), e comprovado diversas atividades biológicas, como apresentado na 








Tabela 1. Constituintes e atividades biológicas de algumas espécies do gênero Dalbergia relatados na literatura. 
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Tabela 1. Constituintes e atividades biológicas de algumas espécies do gênero Dalbergia relatados na literatura (Continuação). 





























MATOS et al. (1975); DONNELLY et 






























GREGSON et al. (1978); SILVA 
(2013) 









KITE et al. (2010); HAUSEN (1982) 
EtOH: etanol; EP: éter de petróleo; HEX: hexano; MeOH: metanol; AE: acetato de etila; BEN: benzeno 






De acordo com o Centro Nordestino de Informações sobre Plantas (CNiP, 2016) (), no 
Nordeste brasileiro as espécies identificadas do gênero Dalbergia são: D. acuta, D. 
catingicola, D. cearenses, D. decipularis, D. ecastaphyllum, D. foliolosa, D. frutescens (Vell.) 
Britton var. frutescens, D. frutescens (Vell.) Britton var. tomentosa (Vogel) Benth, D. 
glaucescens, D. hortensis, D. miscolobium e D. nigra. Dentre as espécies mais estudadas 
estão a D. sissoo, D. odorifera, D. volubilis e D. parviflora.  
Existem poucos estudos com a D. ecastaphyllum tanto do ponto de vista químico 
como farmacológico. Entretanto, esta espécie, popularmente conhecida no estado de Sergipe 
como rabo de bugio, tem despertado interesse, pois foi a ela atribuída a origem botânica da 
própolis vermelha brasileira (DAUGSCH et al., 2008; SILVA et al., 2008; JAIN et al., 2014). 
Estudos tem demonstrado que a própolis brasileira é uma rica fonte de compostos bioativos e 
por isso tem atraído interesses cientificos e econômicos (ALENCAR et al., 2007; SILVA et 
al., 2008; CABRAL et al., 2009; LÓPEZ et al., 2014). É importante identificar a origem e o 
marcador botânico pois, dependendo da natureza química da própolis e sua similaridade com 
a resina encontrada na vegetação visitada pela abelha, poder-se-ia extrair compostos bioativos 
da própria espécie botânica ao invés de utilizar a própolis como fonte primária. 
4. Dalbergia ecastaphyllum 
Várias sinonímias são encontradas para essa espécie dentre elas: Hedysarum 
ecastaphyllum (L.), Pterocarpus ecastaphyllum (L.), Ecastophyllum ecastophyllum (L.) 
Britton, Amerimnon ecastophyllum (L.) Standl e Ecastaphyllum molle Miq. (CARVALHO, 
1997; FRANCIS, 2004). Segundo Aresi (2011), existem duas correntes distintas em relação à 
grafia de D. ecastophyllum, visto que encontram-se na literatura informações sobre D. 
ecastophyllum e D. ecastaphyllum e, ambas representam a mesma espécie. Segundo Mata et 
al. (2014), a maneira correta de referenciar é D. ecastaphyllum (Figura 1).  
Assim como possui várias sinonímias, a D. ecastaphyllum também possui diversos 
nomes populares, dentre eles: Rabo de bugio, Bugi, Rabo de macaco, Marmelo, Marmelo do 
mangue, Marmeleiro da praia, Feijão de guaiamum, Arco de barril, Moeda de videira, 
Verônica, Verônica branca, entre outros (DONELLY et al., 1973; FRANCIS, 2004; 





Figura 1: Espécime de D. ecastaphyllum coletada na região do baixo São Francisco
 
FOTO: A autora (2013 e 2014). 
 
Segundo Mata et al. (2014), a área de ocorrência da D. ecastaphyllum (L.) Taub é 
muito vasta, e se estende desde o sul da Flórida (EUA) ao sul do Brasil, assim como na costa 
ocidental da África. No Brasil, tem como domínios fitogeográficos a Amazônia e a Mata 
Atlântica, em áreas influenciadas pelo mar, como manguezal e restinga, reunindo um 
emaranhado de raízes, ramos e caules que auxiliam na fixação da areia (MATA et al., 2014). 
Sua distribuição no Brasil abrange as regiões Norte (Roraima, Pará e Amazonas), Nordeste 
(Maranhão, Ceará, Rio Grande do Norte, Paraíba, Pernambuco, Alagoas e Sergipe), Centro-
Oeste (Mato Grosso do Sul), Sudeste (Espírito Santo, São Paulo e Rio de janeiro) e Sul 
(Paraná e Santa Catarina) (CARVALHO, 1997; SILVA & SANTOS, 2009; LIMA, 2012). 
Devido ao padrão de distribuição no ambiente, áreas ocupadas por D. ecastaphyllum 
podem registrar uma perda de riqueza e diversidade de espécies, pois formam um emaranhado 
bastante sombreado que pode chegar a seis metros de altura com elevada densidade sendo 
praticamente impenetrável a luz (REYS & CANTILLO, 2003). Porém, apesar da perda da 
riqueza vegetal, o grande sombreamento fornecido por D. ecastaphyllum pode ser benéfico ao 
diminuir a intensa radiação solar, altas temperaturas, ação dos ventos e níveis de transpiração 
(BOHRER et al., 2009). Esta espécie é muito utilizada na recuperação de áreas degradadas em 
ambientes alagáveis e recuperação de populações naturais de espécies ameaçadas sobretudo 
de restinga e manguezais (BOHRER et al., 2009; SILVA & SANTOS, 2009).  
De acordo com Aresi (2011), D. ecastaphyllum possui crescimento moderado e 
constante. Adaptada a condições de alta salinidade, seus frutos são capazes de flutuar devido a 
sua forma alada; porém por possuírem haste frágeis sua madeira não é adequada para 





de sal e em solos moderadamente salinos, onde indivíduos mais velhos tendem a formar 
densas moitas (ARESI, 2011).  
Por possuírem substâncias químicas capazes de entorpecer, os índios americanos 
utilizavam as cascas e as raízes na pesca. Para o tratamento de várias debilidades, no Senegal, 
as folhas são utilizadas em inalações e banhos (FRANCIS, 2004). Apesar de poderem 
apresentar toxicidade para alguns tecidos, os extratos dessa planta são utilizados na medicina 
tradicional. Segundo Guedes et al. (2014), suas raízes e cascas são utilizadas tradicionalmente 
para combater inflamação do útero e anemia.  
Como citado anteriormente, a D. ecastaphyllum é uma planta de uso corrente na 
medicina popular. Em estudo realizado na comunidade pesqueira de Algodoal, estado do Pará, 
das 24 espécies da restinga com valor medicinal citadas, oito foram destacadas como 
importância cultural e com fins terapêuticos, entre elas a espécie em questão (ROMAN & 
SANTOS, 2006). 
Estudos relatam que os principais constituintes da D. ecastaphyllum são os 
isoflavonóides, dentre eles estão: liquiritigenina, daidizeína, dalbergina, isoliquiritigenina, 
formononetina, biochanina A, medicarpina e 3-hidróxi-8,9-dimetóxipterocarpana, sendo este 
último considerado constituinte majoritário (DONNELLY et al., 1973; MATOS et al., 1975; 
DAUGSCH et al., 2008; SILVA et al., 2008). Segundo Matos et al. (1975) foi identificado 
anetol, estragol, sitosterol, formononetina, (+)-mucronulatol (la, 2a) e (3R)-S-de-
Omethylduartin (2b), sitosterol, isoliquiritigenin, (2S)-liquiritigenin, formononetina, a 
daidzeína, (-t) - e (6aS, l LAS)- demethylhomopterocarpin (3-A), (3S)-vestitol (lb) em 
amostras dessa espécie coletadas na Nigéria e no Brasil.  
Com a valorização da própolis vermelha na região Nordeste do Brasil, é cada vez mais 
recorrente o registro da presença de D. ecastaphyllum que tem sua ocorrência ao longo da 
zona litorânea e região de mangue. Silva et al. (2008) analisaram o perfil químico dos extratos 
de D. ecastaphyllum e da própolis vermelha e constataram que ambos demonstram ter 
constituintes semelhantes, sendo os principais compostos os isoflavonóides medicarpina e 3-
hidróxi-8,9-dimetóxipterocarpana. 
5. Dalbergia ecastaphyllum e a Própolis vermelha brasileira 
No Brasil, devido aos diferentes biomas existentes, há uma variedade de tipos 
específicos de própolis com variações de cor e que possuem propriedades biológicas diversas 
a depender das características das espécies vegetais fornecedoras de resina (LUSTOSA et al., 





afirma que apesar das possíveis diferenças na sua composição, as amostras de própolis são 
consideradas similares em toda sua natureza química.  
Estudos afirmam que a composição química da própolis depende da sazonalidade e de 
sua origem botânica (SFORCIN et al., 2001; BANKOVA et al., 2000). Própolis da zona 
temperada é geralmente composta com 50-60% de resinas e bálsamos, 30-40% de cera, 5-
10% de essência e óleos aromáticos, 5% de pólen, e 5% de outras substâncias, como ácidos 
alifáticos, ésteres, ácidos aromáticos, ácidos graxos, carboidratos, aldeídos, amino ácidos, 
cetonas, chalconas, diidrochalconas, terpenóides, vitaminas (B1, B2, B6, C e E) e minerais 
(ALMEIDA & MENEZES, 2002). A própolis proveniente de regiões tropicais contém 
flavonóides, di e triterpenos, lignina e outras substâncias fenólicas, ácido prenil-p-cumárico, 
acetofenonas, açúcares, açúcares-álcoois, ceras, vitaminas e minerais. Também são 
encontrados vários compostos voláteis como monoterpenos e sesquiterpenos (BANKOVA et 
al., 1994). Segundo Marcucci & Bankova (1999), na própolis brasileira os maiores 
componentes são terpenoides e derivados prenilados do ácido p-cumárico.  
Moraes et al. (2010) afirmaram que a própolis brasileira é classificada em 13 grupos 
com base na cor, textura, características físico-químicas e principalmente quanto às atividades 
biológicas. Essa variedade é facilmente explicada pela biodiversidade do país. Destes, dois 
grupos se destacam: a própolis verde (Grupo 12) produzida na região sudeste a partir das 
folhas jovens de Baccharis dracunculifolia e a própolis vermelha (Grupo 13) produzida na 
região nordeste a partir de exsudatos do caule de D. ecastaphyllum (DAUGSCH et al., 2008; 
SILVA et al., 2008; MORAES et al., 2010; JAIN et al., 2014).  
Segundo López & Sawaya (2012), as própolis vermelhas são encontradas em 
diferentes áreas geográficas como: China, México, Cuba, Venezuela e na costa do nordeste do 
Brasil (Paraíba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia). Devido a estas diversas origens, os 
perfis químicos são variados, tornando necessário estudos para caracterizar os diferentes tipos 
de própolis vermelha. Do mesmo modo, poucos trabalhos são descritos na literatura sobre a 
espécie D. ecastaphyllum, tanto do ponto de vista químico, quanto farmacológico. Mais 
estudos são necessários para determinar os principais marcadores químicos da própolis 
vermelha brasileira ou se existem tipos diferentes dela e como a época e região podem afetar 
sua composição (LÓPEZ & SAWAYA, 2012). 
Estudos que analisaram amostras de própolis vermelha e D. ecastaphyllum 
identificaram compostos químicos, em sua maioria isoflavonóides, em ambas as amostras 





resina para a produção de própolis vermelha (DAUGSCH et al., 2008; SILVA et al., 2008). 
Os isoflavonóides estão presentes apenas em poucas espécies do reino vegetal quase que 
exclusivamente na família Fabaceae (LÓPEZ & SAWAYA, 2012). Jain et al. (2014) 
utilizando sequenciamento de DNA verificaram que a origem botânica da própolis vermelha 
sergipana tem como componente a D. ecastaphyllum.  
 
Tabela 2. Compostos descritos presentes na D. ecastaphyllum e na própolis vermelha 





SILVA et al. (2008) 
Isoflavona 3-hidróxi-8,9-dimetóxipterocarpana 
Fenol Acido ferúlico 
SILVA et al. (2008) 
Flavona Crisina 
Flavonol Rutina 
DAUGSCH et al. (2008); 












Isoflavona Biochanin A 
Isoflavona Neovestitol 
PICCINELLI et al. (2011); 

















Em contrapartida, Daugsch et al. (2008) afirmaram que a própolis é uma mistura 
complexa de substâncias resinosas coletadas pelas abelhas (Apis mellifera) de várias fontes 
vegetais. Esta afirmação é confirmada por diversos estudos, em que foram identificados na 
própolis vários compostos químicos que não foram encontrados na espécie tida como origem 
botânica desta mistura, conforme demonstra a Tabela 3. Isto corrobora com o estudo de López 
& Sawaya (2012) onde é inferido que provavelmente há outras fontes botânicas para própolis 
vermelha brasileira visto que muitos compostos identificados no produto apícola não foram 
detectados na D. ecastaphyllum. 
 
Tabela 3. Compostos descritos na própolis vermelha de várias localidades que não 




Flavonol Catequina MENDONÇA et al. 
(2015a); BECHO et al. 
(2009). 
Flavonol Epicatequina 
Fenol Galato de Propila 
Phenylpropene derivates 1-Methoxy-4-(1-propenyl)-benzene 
ALENCAR et al. (2007). 
Phenylpropene derivates Methoxyeugenol 





Terpeno Methyl abietate 
Hidrocarbono aramatico Acido benzoico 
Fenol Acido fenolico 
RIGHI et al. (2011) Flavonoide 2-hydroy-4methoychalcone 
Terpeno Anisylacetona 
Flavonoide Isosativan 
TRUSHEVA et al. (2006) Tri terpeno Cicloartenol 
Tri terpeno Lupeol 
Flavonoide 7-hydroyflavanone LOTTI et al. (2010) 
Flavonoide (2S)-naringenina 
AWALE et al. (2008) liguinina Pinoresinol dimetil eter 
liguinina Pinoresinol 
monoterpeno Limonene 













6. Identidade Genética 
A importância econômica e ecológica das leguminosas é excepcionalmente alta porque 
são fontes de alimento, forragem, madeiras, medicamentos, entre outros (VATANPARAST et 
al., 2013). Entender a história evolutiva das espécies é um fator fundamental para avaliação da 
biodiversidade e definição de prioridades de conservação (PURVIS & HECTOR, 2000).  
Segundo Rao (2004), a determinação da variabilidade genética entre as espécies pode 
ser determinada utilizando marcadores morfológicos (fenótipo), bioquímicos (proteínas) e 
moleculares (DNA). Entretanto, os morfológicos são intensamente afetados por fatores 
ambientais, bem como os bioquímicos também podem sofrer influência da sazonalidade. 
Todavia, as limitações associadas com os marcadores bioquímicos e morfológicos são 
ultrapassadas por meio de marcadores moleculares que independem da influência do meio 
ambiente (ALAM et al., 2015). 
Historicamente, a análise sistemática e filogenética de plantas aromáticas é baseada 
em características morfológicas. Uma indicação de descendência comum pode ser a 
ocorrência ou não de metabólitos secundários que muitas vezes são semelhantes entre 
espécies do mesmo gênero (FIGUEIREDO et al., 2007).   
Estudos demonstram que a variação na composição química dos óleos essenciais está 
correlacionada com os dados genéticos nas espécies Thymus vulgaris, Cunila galioides, 
Salvia fruticosa e Ocimum gratissimum (SKOULA et al., 1999; VIEIRA et al., 2001; 
ECHEVERRIGARAY et al., 2001; ECHEVERRIGARAY et al., 2003). Jain et al. (2014) ao 
analisarem amostras de própolis vermelha e D. ecastaphyllum coletadas no estado de Sergipe 
concluíram que abordagem molecular utilizada (sequenciamento de DNA) é uma importante 
ferramenta para identificação da origem botânica do produto apícola. Ganopoulos et al. 
(2015) afirmaram que as sequências de DNA fornecem uma ferramenta útil para a 
investigação da variação genética entre as espécies auxiliando na identificação ou 
classificação taxonômica.  
Dentre as diversas ferramentas biotecnológicas disponíveis, os marcadores 
moleculares tem desempenhado papel fundamental para a detecção de polimorfismo genético. 
O número destes marcadores passou a ser virtualmente ilimitado, podendo ser obtido em 
qualquer organismo vivo e a sua utilização ampliada para a grande maioria das espécies 
(TOPPA & JADOSKI, 2013). Define-se por marcador molecular toda e qualquer 
característica molecular correspondente a regiões expressas ou não do genoma. Estes 





DNA (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Tais marcadores podem ser utilizados em 
variadas aplicações, tanto no estudo de diversidade genética das espécies como na prática de 
melhoramento de plantas (TOPPA & JADOSKI, 2013).  
Os marcadores moleculares podem ser classificados em dois grupos, conforme a 
metodologia utilizada para identificação: hibridização ou amplificação do DNA via reação em 
cadeia da DNA polimerase (PCR). Esta última, tem sido a mais utilizada e se baseia na 
amplificação de fragmentos específicos de DNA, delimitados por primers (iniciadores) onde 
os produtos desta reação podem ser identificados (MARCELINO et al., 2007). 
De acordo com Heather & Chain (2016), no último meio século foi investido tempo e 
recurso para desenvolver e melhorar as tecnologias de sequenciamento do DNA. Segundo 
Carvalho & Silva (2010), a comercialização das tecnologias de sequenciamento de DNA de 
nova geração iniciou em 2005 e estas estão evoluindo rapidamente. Essas tecnologias 
promovem o sequenciamento de DNA em plataformas capazes de gerar informação sobre 
milhões de pares de bases em uma única corrida (O‟RAWE et al., 2015). 
Por evoluir rapidamente as regiões ITS (Internal Transcribed Spacer) se destacam, 
representando uma ferramenta apropriada para reconstruir a filogenia molecular de plantas 
(FANTACCIONE et al., 2008). Estas regiões (ITS1 e ITS2) se encontram entre as regiões 
codificantes do DNA ribossomal 18S e 26S e tem sido proposta como potenciais códigos de 
barras (DNA barcoding) (CHEN et al., 2010). Entre esses espaçadores há ainda uma região 
conservada 5.8S. Os primers utilizados nas regiões flanqueadoras conservadas 18S e 26S são 
os ITS5 e ITS4 respectivamente, e estas sequências foram produzidas para amplificar a região 
ITS completa, ou seja, ITS1, 5.8S e ITS2 (LI et al., 2011).  
Gao et al. (2010) analisaram diferentes códigos de barra de DNA de plantas 
medicinais da família Fabaceae em que observaram que a região ITS2 obteve 80% de sucesso 
em nível de espécie e 100% em nível de gênero. Entretanto, esse estudo não incluiu 
Dalbergia. Phong et al. (2014) analisaram oito espécies de Dalbergia do Vietnã e com base 
na análise de UPGMA e diversidade de nucleotídeos inferiram que a utilização do locus ITS 
tem potencial para ser utilizado como código de barras. 
Trabalho pioneiro realizado por Vatanparast et al. (2013) analisou 64 espécies de 
Dalbergia de diferentes localidades (Américas, África e Ásia) utilizando a região ITS, com 
objetivo de descrever uma estrutura filogenética a nível de espécie para este gênero que foi 
incluído no estudo evolutivo da Fabaceae. Os resultados demonstraram que a região ITS 





Na literatura, pouca informação está disponível sobre a taxonomia molecular do 
gênero Dalbergia e, principalmente, da espécie D. ecastaphyllum, tornando-se necessário a 
realização de estudos sobre o gênero em vários aspectos, incluindo filogenia e diversidade 
usando sequências de DNA e polimorfismo com base em sequências de regiões genômicas 
adequadas. 
Bhagwat et al. (2015), com objetivo de desenvolver um método de identificação 
preciso para espécies do gênero Dalbergia selecionaram quatro loci (rbcL, matK, trnH – psbA 
e nrITS) e utilizaram vários parâmetros estatísticos para demonstrar o potencial como códigos 
de barras para discriminar de forma inequívoca espécies de Dalbergia. Neste estudo, a região 
nrITS apresentou alta variação intraespecífica, o que justifica também o seu uso no nível 
populacional, mas que precisa ser confirmado com uso de sequências adicionais de outras 
regiões do DNA.  
7. Marcadores químicos  
Segundo Rasheed et al. (2012) pesquisas que correlacionem dados de impressões 
digitais de DNA com a quantidade de marcadores químicos selecionados nas plantas, podem 
ter amplas aplicações em controle de qualidade de matérias-primas. Os marcadores químicos 
são definidos como constituintes quimicamente conhecidos ou grupo de constituintes de um 
medicamento à base de plantas que servem para fins de controle de qualidade, independente 
da atividade terapêutica que possuem (TAPPIN & LUCCHETTI, 2007). De acordo com Li et 
al. (2008), um marcador químico ideal deve ser o único componente que contribui para os 
efeitos terapêuticos de um medicamento a base de plantas. No entanto, para a maioria dos 
fitoterápicos, os componentes terapêuticos não foram completamente elucidados ou 
facilmente monitorado. 
Estudos demonstram que existe uma variedade de aplicações para os marcadores 
químicos como: identificação de adulterantes, diferenciação de medicamentos fitoterápicos a 
partir de múltiplas fontes, determinação da melhor época de coleta das espécies vegetais, 
avaliação de métodos de processamento, diagnóstico de ingredientes tóxicos, entre outros. 
Entretanto, existem muitas dificuldades técnicas na produção de marcadores químicos como: 
temperatura, luz e solventes que podem causar a degradação e/ou transformação de 
componentes purificados; isômeros e conformações que modificam os compostos (LI et al., 
2008; RASHEED et al., 2012). 
As propriedades medicinais das espécies vegetais são atribuídas aos compostos 





marcadores químicos para avaliações quali e quantitativas. No entanto, compostos marcadores 
não precisam necessariamente ser ativos (RASHEED et al., 2012).  De acordo com 
Guaadaoui et al. (2014) um composto bioativo tem a capacidade e habilidade de interagir com 
um ou mais componentes do tecido vivo apresentando uma ampla gama de efeitos prováveis. 
Ou seja, é simplesmente uma substância que tem uma atividade biológica. Esses compostos 
variam muito em termos de estrutura e função química. Em sua maioria são compostos 
fenólicos (principalmente os flavonoides), terpenos, glicosídeos, entre outros, que estão 
presentes em todas as plantas e têm sido extensivamente estudadas (KRIS-ETHERTON et al., 
2002; RASHEED et al., 2012).  
Os fenólicos são metabólitos secundários amplamente distribuído em tecidos de 
plantas que apresentam grande diversidade estrutural e química sendo classificados em: 
simples (presente na maioria das frutas e vegetais frescos), ou complexos (presentes em casca, 
raízes e folhas de plantas) (WATERMAN & MOLE, 1994; COHEN et al., 2010; MARTÍ et 
al., 2015). Quideau et al. (2011), em seu artigo de revisão, realizaram um estudo sobre as 
propriedades químicas e estruturais de várias famílias de fenólicos relacionando com as 
propriedades biológicas. Dias et al. (2016) afirma que as propriedades bioativas dos 
compostos fenólicos são muito bem conhecidas com descrições detalhadas de suas 
características biológicas. Estudos comprovam que os compostos fenólicos apresentam várias 
atividades biológica, tais como: antiinflamatória, antimicrobiana, antioxidante, 
anticancerígenas, antitrombóticos, entre outras. Possuem também a capacidade de servir como 
conservantes de alimentos naturais (ABEROUMAND & DEOKULE, 2008; QUIDEAU et al., 
2011; CAROCHO & FERREIRA, 2013). 
Dentre os compostos fenólicos o maior grupo é constituído pelos flavonoides que são 
metabólitos secundários distribuído nas folhas, sementes, cascas e flores de plantas 
(BALASUNDRAM et al., 2006). Uma grande variedade foi identificada sendo as maiores 
classes os flavonóis, flavonas, flavanonas, catequinas, antocianinas, isoflavona, 
diidroflavonois e chalconas (BECHO et al., 2009). Segundo Harbone e Willams (2000), nas 
plantas, os flavonoides apresentam funções de proteção contra a radiação ultravioleta, 
patógenos e herbívoros. Esta classe fitoquímica foi intensamente investigada e vários estudos 
demonstram inúmeras propriedades farmacológicas importantes como: atividade 
antioxidantes (KRISHNAIAH et al., 2011), vasodilatadoras (PEREZ et al., 2014), anti-
inflamatórias (RAO et al., 2005), anticarcinogênica, antivirais (MIDDLETON et al., 2000), 





Estudos demonstraram que a própolis vermelha do estado de Alagoas e a resina da D. 
ecastaphyllum apresentam perfil químico idêntico. Dentre os compostos encontrados nestas 
pesquisas, foram identificados dois flavonoides e um ácido fenólico que são considerados 
marcadores químicos de outros tipos de própolis e dois isoflavonóides nunca antes relatados 
em amostras de própolis. Estes novos compostos foram considerados marcadores químicos da 
própolis vermelha brasileira (SILVA et al., 2008; ALENCAR et al., 2007). 
Daugsch et al. (2008) identificaram como os principais compostos presentes em 
amostras de própolis vermelha brasileira (Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco e Paraíba) a 
isoliquiritigenina, formononetina e pinocembrina. Awale et al. (2008) conseguiram isolar 41 
compostos a partir de amostras de própolis vermelha do litoral sul da Paraíba. Cabral et al. 
(2009) encontraram níveis elevados de compostos fenólicos em amostras de própolis 
vermelha de Alagoas. Lotti et al. (2010) afirmaram que plantas do gênero Dalbergia 
apresentam os mesmos compostos principais que a própolis vermelha mexicana. Oldoni et al. 
(2011) relataram em sua pesquisa que vestitol, neovestitol e isoliquiritigenina são compostos 
bioativos da própolis vermelha do estado de Alagoas.  
Piccinelli et al. (2011), analisando a própolis vermelha e sua origem botânica 
proveniente de diferentes regiões tropicais, inferiram que os flavonoides encontrados em 
ambas as amostras poderiam ser utilizados como marcadores químicos para avaliação e 
controle de qualidade do produto apícola.  A informação química obtida possibilitou a correta 
compreensão das semelhanças e diferenças entre as amostras coletadas. López et al. (2014), 
analisando a D. ecastaphyllum e a própolis vermelha de Sergipe, mediante comparação 
utilizando técnicas cromatográficas, identificaram a biochanina A, a formononetina e a 
pinocembrina e, confirmaram que estes compostos são marcadores químicos dessas amostras.  
Para produção e padronização de extratos bioativos é necessário realizar análises 
cromatográficas com base nos princípios ativos ou compostos principais. Dentre os diversos 
tipos de cromatografia, as mais utilizadas são: HPLC (High Performance Liquid 
Chromatography), UHPLC (Ultra High Performance Liquid Chromatography) e GC (Gas 
Chromatography). Estas análises instrumentais são rotineiramente utilizadas para confirmar a 
autenticidade dos compostos (RASHEED et al., 2012). 
8. Métodos cromatográficos para determinação de compostos bioativos 
O uso frequente de produtos naturais despertou o interesse dos pesquisadores em 
identificar e quantificar os compostos neles existentes na tentativa de chegar a uma 





(MEDIC-SARIC et al., 2004). A cromatografia é uma técnica analítica baseada na separação 
de moléculas, devido a diferenças em sua estrutura e/ou composição, através de um sistema 
composto por uma fase estacionária e uma móvel. A afinidade e interação da amostra com o 
sistema estacionário conduzirá a separação dos compostos, ou seja, as moléculas com 
interações mais fortes com a fase estacionária se moverá mais lentamente através da coluna 
do que as com interações mais fracas (KUPIEC, 2004). 
Para identificar um grupo de compostos utilizando métodos cromatográficos, é 
necessário dispor de um conjunto de substâncias padrão para a comparação dos resultados da 
análise do composto desconhecido. Além disso, um problema comum é encontrar o melhor 
sistema cromatográfico para realizar a análise, ou seja, para se obter a separação ótima e 
identificação do nomeadamente grupo de compostos (MEDIC-SARIC et al., 2004). 
A depender da complexidade da amostra, diferentes técnicas cromatográficas podem 
ser utilizadas, como: HPLC, UHPLC, GC, entre outras. Segundo Sawaya et al. (2011) a busca 
por métodos mais rápidos que sejam capazes de caracterizar amostras de própolis de 
diferentes origens geográficas tem levado ao uso de técnicas cromatográficas acopladas a 
espectrometria de massa. 
No que diz respeito à identificação de substâncias ativas, são combinadas outras 
técnicas devido à rapidez, eficiência e reprodutibilidade como: espectrometria de massas 
acoplada à cromatografia gasosa (GC-MS) e a cromatografia líquida de alta eficiência ou 
ressonância magnética nuclear (YUNES & CALIXTO, 2001). 
Entre estes métodos, o mais amplamente utilizado para separar e quantificar 
compostos é o RP-HPLC (reversed-phase high performance liquid chromatography) acoplado 
com UV-Vis com detecção de massa (LC- MS) ou espectrometria de massa (LC - MS/MS) 
(BARROS et al., 2012; DE PAEPE et al., 2013). Este método é aplicado como uma 
ferramenta incisiva para o controle de qualidade de medicamentos à base de plantas. Porém, 
muitas melhorias vêm sendo incorporadas a esta técnica nos últimos anos na tentativa de 
permitir que análises mais rápidas e eficientes sejam alcançadas (MALDANER & JARDIM, 
2012). 
Segundo Kim et al. (2013) ensaios de HPLC vem sendo substituídos pelo método 
UHPLC devido à análise ser mais rápida. O UHPLC tem vantagens sobre o HPLC em termos 
de economia de tempo e solvente, desempenho e eficiência. Além disso, esse método 
demonstrou boa resolução, alta sensibilidade, menor volume de injeção de amostra e um curto 





O UHPLC fundamenta-se nos mesmos princípios de separação do HPLC, tendo como 
principais diferenças as colunas cromatográficas empregadas que são de dimensões reduzidas, 
recheadas com partículas de fases estacionárias ≤ 2 μm, as quais, juntamente com as altas 
velocidades lineares da fase móvel aumentam a resolução e a detectabilidade diminuindo o 
tempo das análises (MARTÍNEZ-HUÉLAMO et al., 2015). 
Segundo López (2014), a técnica UHPLC acoplada à espectrometria de massas 
(UHPLC-MS) é um método moderno, rápido e sensível que permite avaliar os perfis químicos 
das amostras e determinar sua composição qualitativamente, mesmo sem padrões, 
comparando os espectros de massas (MS/MS) dos componentes das amostras com 
informações na literatura tornando-se a ferramenta mais adequada para a avaliação da 
composição de matrizes complexas como a própolis. 
Como já foi citado, os pesquisadores utilizam constantemente análises cromatográficas 
para identificar a origem botânica dos diversos tipos de própolis brasileira. Por exemplo, Park 
et al. (2002) utilizaram HPLC e GC para analisar amostras de própolis brasileira de diferentes 
grupos (G3, G6 e G12) e resinas de diferentes plantas para identificar a origem botânica do 
produto apícola. Concluíram que os perfis cromatográficos confirmam a similaridade entre as 
amostras e suas origens botânicas sendo a do G3 proveniente da Hyptis divaricata e a do G6 e 
G12 Baccharis dracunculifolia. 
Silva et al. (2008), ao analisar a própolis vermelha de Alagoas e a resina de D. 
ecastaphyllum a partir dos resultados do perfil químico obtido por HPLC, afirmaram que este 
material é um novo tipo de própolis brasileira definida como sendo do Grupo 13. Além disso, 
com base nos resultados de espectroscopia UV-VIS, RP - HPTLC, RP- HPLC e GC / MS 
concluíram que a resina da planta em estudo é a origem botânica da própolis vermelha. López 
et al. (2014), ao comparar amostras de própolis vermelha de diferentes localidades com a 
espécie vegetal D. ecastaphyllum, encontraram marcadores químicos comuns à própolis 
vermelha do estado de Sergipe e a planta em estudo. 
Segundo Sharma & Janmeda (2014), os metabólitos secundários presentes nas plantas 
possuem propriedades químicas e farmacológicas interessantes para a saúde humana e, 
pesquisas a respeito desses compostos representam uma importante estratégia para a 
descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos.  
O controle de qualidade destes produtos é muito desafiador pois, os componentes 
responsáveis pelas atividades terapêuticas desejadas são desconhecidas e não são encontrados 





atribuídas a todos os compostos químicos presentes no extrato vegetal, chamado de 
compostos marcadores. Por isso, é recomendado o uso de impressões digitais cromatográfica 
para avaliar a complexidade e variabilidade de componentes químicos para melhorar a 
informação de controle de qualidade (PINTO et al., 2015). 
9. Atividades biológicas 
O estudo químico de produtos naturais tem como meta geralmente a busca por 
atividades biológicas. Os benefícios à saúde das plantas e produtos apícolas têm sido 
atribuídos aos compostos fenólicos que são onipresentes nas espécies vegetais, e agem, em 
diferentes processos fisiológicos exercendo variadas atividades biológicas, tais como: 
antioxidantes, antimicrobianos, antialérgicos, antiinflamatórios, efeitos cardioprotetores e 
vasodilatadores, entre outros (BALASUNDRAM et al., 2006; ABEROUMAND & 
DEOKULE, 2008; SALEEM et al., 2010; COSTA et al., 2014) 
A definição para antioxidante vem sofrendo modificações com o passar dos anos. Por 
exemplo, Halliwell & Gutteridge em 1995 definiram como qualquer substância que, presente 
em baixas concentrações comparado ao substrato oxidável, reduz ou previne 
significativamente a oxidação deste substrato. Posteriormente, foi definido como: qualquer 
substância que atrasa, impede ou elimina os danos oxidativos para uma molécula alvo 
(HALLIWELL, 2007). Khlebnikov et al. (2007) definiram como qualquer substância que 
elimina diretamente os radicais livres ou age de forma indireta para regular as defesas 
antioxidantes ou inibe a produção destes radicais. 
Também chamados de espécies reativas de oxigênio (ERO), os radicais livres são 
produzidos durante o metabolismo celular em sistemas vivos (ROY et al., 2011). De acordo 
com vários estudos, as ERO estão envolvidas na etiologia de várias doenças, tais como: 
aterosclerose, envelhecimento, câncer, doenças cardiovasculares, inflamação, doenças 
neurodegenerativas (Parkinson e Alzheimer) e intoxicação por etanol (BENZIE & STRAIN, 
1996; RUSSO et al., 2002; MOEIN et al., 2008). 
Segundo Quinming et al. (2010), os antioxidantes naturais demonstram grande 
potencial de defesa contra os danos causados as organelas celulares pelo estresse oxidativo 
induzido pelos ERO. Roy et al. (2011) investigaram uma variedade de plantas medicinais 
quanto a atividade antioxidante e concluíram que tanto os extratos brutos como os seus 
constituintes químicos individuais são mais eficazes (in vitro) do que os antioxidantes 






Nagai et al. (2001) observaram a atividade antioxidante de amostras de mel, geleia real 
e própolis baseando-se no sistema de peroxidação lipídica. Utilizando o mesmo sistema, 
Nagai et al. (2003) verificaram alta atividade antioxidante para os extratos aquosos de 
própolis, sendo que em algumas concentrações essa atividade foi maior do que a do ácido 
ascórbico a 5 mM. A atividade de sequestro dos ERO destes extratos também foi alta, 
inibindo completamente a produção dos íons superóxidos e dos radicais hidroxila. 
Moreno et al. (2000) evidenciaram que vários extratos etanólicos de própolis argentina 
demonstraram atividade anti-radicais livres baseados na descoloração do radical DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl). A atividade antioxidante de extratos etanólicos de própolis de 
diversas regiões também foi comprovada por Kumazawa et al. (2004) pelas metodologias de 
descoloração do β-caroteno e do radical livre DPPH. Mendonça et al. (2015b) avaliaram o 
extrato etanólico de própolis vermelha proveniente de Alagoas e concluíram que esse produto 
apícola exibe elevada atividade antioxidante além de ter demonstrado alto potencial citotóxico 
sobre as linhas de células de tumores humanos SF- 295, HCT - 116 e OVCAR – 8. 
Segundo Kamiya et al. (2012), os principais flavonoides presentes na própolis que 
possuem ação antioxidante são: quercetina, daidzeína, genisteína e apigenina. Franchi Junior 
et al. (2012) identificaram a quercetina e a daidzeína na própolis vermelha brasileira e 
atribuiram a estes compostos a capacidade antioxidante. Mendonça et al. (2015b) analisando 
extratos etanolicos de própolis e suas frações (hexano, clorofórmio e acetato de etila) quanto 
ao potencial antioxidante, concluíram que as frações de clorofórmio e hexano possuem maior 
atividade. Este resultado corrobora com os relatados por Cabral et al. (2009) sobre a avaliação 
da atividade antioxidante de própolis vermelha brasileira. 
Diversos pesquisadores relatam a capacidade antioxidante da própolis proveniente de 
diferentes origens, como: Argentina (LIMA et al., 2009), Brasil (NAGAI et al., 2003; 
CABRAL et al., 2009; MAIA-ARAUJO et al., 2015); China (AHN et al., 2007); Colômbia 
(PALOMINO et al., 2009); Grécia e Chipre (KALOGEROPOULOS et al., 2009); Irã 
(MOHAMMADZADEH et al., 2007); Japão (KUMAZAWA et al., 2007); Coreia (AHN et 
al., 2004); Taiwan (CHEN et al., 2008), Turquia (GECKIL et al., 2005) e Portugal 
(MOREIRA et al., 2008; MIGUEL et al., 2010). 
Estudos demonstram potencial antioxidante de alguns flavonoides identificados em 
amostras de própolis vermelha e D. ecastaphyllum, como:  isoliquiritigenina (ONDRIAS et 
al., 1997) e pinobanksina (BLANCO-AYALA et al., 2013). De acordo com vários estudos, 





biológicas da própolis, ou seja, além da atividade antioxidante diversos autores associam estes 
marcadores a atividade antimicrobiana (CHOI et al., 2006; CASTRO et al., 2007; ALENCAR 
et al., 2007; CABRAL et al., 2009; RIGHI et al., 2011; OLDONI et al., 2011; LÓPEZ & 
SAWAYA, 2012).  
Mendonça et al. (2015a), analisando a própolis vermelha sergipana, encontraram os 
maiores níveis de fenóis totais já descrito e observaram que a sazonalidade não influenciou a 
atividade antifúngica deste produto. Este trabalho corroborou com os de Choi et al. (2006) e 
Castro et al. (2007) que avaliando diferentes tipos de própolis os melhores resultados de 
atividade antimicrobiana estavam associados a maiores concentrações de flavonoides nas 
amostras. Outros trabalhos também demonstraram a atividade antifúngica da própolis em 
diferentes espécies de Candida (SFORCIN et al., 2001; UZEL et al., 2005).  
Nedji & Loucif-Ayad (2014) demonstraram a atividade antimicrobiana de amostras de 
própolis frente a Bacilos cereus e S. Aureus. De acordo com Waldner-Tomic et al. (2014) a 
própolis possui atividade frente a S. Mutans, P. gingivalis, F. nucleatum e C. albicans porém, 
quando comparada a substancias de controle positivo é menos eficaz a depender da espécie 
bacteriana sendo necessário concentrações mais elevadas do extrato. Vasconcelos et al. (2014) 
afirmam que a própolis vermelha tem potencial antimicrobiano mais ativo do que a verde e 
sugeriram que o produto apícola pode ser uma alternativa terapêutica contra agentes 
infecciosos da cavidade oral. Bispo Junior et al. (2012) analisaram a atividade antimicrobiana 
do extrato etanólico e frações de própolis vermelha obtida no estado de Alagoas frente a 
bactérias gram positiva, gram negativa e fungos do gênero Candida sp e observaram que as 
frações apresentaram maior efetividade frente a microrganismos gram positivos e Candida 
albicans. 
Diversos trabalhos com a própolis vermelha sergipana tem demonstrado potencial 
antimicrobiano. Mendonça et al. (2011), ao analisar a composição da fração solúvel em éter 
etílico do extrato, comprovaram atividade frente a Staphyllococcus aureus e Escherichia coli. 
Utilizando amostra da mesma região, foi concluído que o extrato hidroalcóolico da própolis 
possui efetividade frente a Candida albicans (BITTENCOURT et al., 2014) e Enterococcus 
faecalis (SIQUEIRA et al., 2014). Araújo (2014) avaliou o efeito dos extratos hidroalcóolicos 
não só da própolis vermelha, mais também da D. ecastaphyllum, em promastigotas de 
Leishmania chagasi e Leishmania amazonenses e demonstrou que ambos os extratos 






Na medicina popular, muitas espécies de Dalbergia são utilizadas como 
antimicrobianos (VASUDEVA et al., 2009). Alguns trabalhos associam a atividade 
antimicrobiana de espécies deste gênero a presença de flavonoides (DEESAMER et al., 2007; 
NARAYANAN et al., 2007). Esta afirmação corrobora o trabalho realizado por Aresi (2011) 
que observou uma correlação entre o conteúdo de fenólicos totais e a atividade antibacteriana, 
pois os compostos fenólicos bioativos ficaram concentrados na fração acetato de etila, 
justificando a forte atividade detectada frente a S. aureus.  
Aresi (2011) avaliou através do método de difusão em disco o extrato etanólico das 
folhas e da casca da semente da D. ecastaphyllum e suas frações frente a S. aureus, 
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans e 
demonstrou que estes apresentaram atividade antimicrobiana somente frente a bactérias gram 
positivas. Guedes et al. (2014) sugerem que o extrato etanólico e a fração hexânica de D. 
ecastaphyllum podem ser usados como uma fonte de produtos naturais com vista a alterar a 
resistência das bactérias S. aureus, E. coli e P. aeruginosa aos antibióticos.  
Impulsionado pela necessidade de identificar os componentes responsáveis pela 
atividade biológica dos produtos naturais, os métodos analíticos aplicados em análises de 
própolis tem evoluído na tentativa de garantir a qualidade dos produtos elaborados 
(SAWAYA et al., 2011). No desenvolvimento da medicina fitoterápica é indispensável 
garantir a eficácia, segurança e reprodutibilidade da atividade farmacológica. Segundo Peters 
et al. (2015), estes requisitos só são alcançados com a padronização do processo produtivo e 
dos componentes químicos.  
10. Padronização de extratos vegetais 
Para um extrato ser considerado padronizado, os marcadores químicos identificados na 
origem botânica devem estar presentes no produto final onde a potência e quantidade dos 
compostos devem ser assegurados na preparação. Isso confirma que o composto bioativo 
estará presente com a mesma eficácia de lote para lote (RASHEED et al., 2012). Segundo 
Garg et al. (2012), a padronização de medicamentos derivados de espécies vegetais envolve a 
coleta de informações e o emprego de rigorosas medidas de controle de qualidade desde o 
cultivo da planta medicinal até o produto terapêutico finalizado. 
Estudos afirmam que diversos aspectos devem ser abordados para certificar os extratos 
padronizados à base de plantas. Dentre eles estão: identificação do composto bioativo, teor de 
água, ensaio químico do marcador, impurezas inorgânicas (metais tóxicos), limites 





existem muitas dificuldades técnicas na produção de marcadores químicos, como por 
exemplo: temperatura, luz e solventes que podem causar degradação e/ou transformação dos 
compostos purificados; além da presença de isômeros (RASHEED et al., 2012).   
Compostos de espécies vegetais considerados marcadores farmacologicamente ativos 
são altamente úteis para a padronização e autenticidade de extratos. Eles são constituintes 
químicos de uma matéria prima, responsável pela atividade biológica, utilizado para fins de 
identificação e/ou controle de qualidade, especialmente quando os componentes ativos não 
são conhecidos ou caracterizados. Esta padronização envolve a caracterização química por 
espectroscopia ou a impressão digital cromatográfica (ONG, 2004; LIANG et al., 2004; 
RASHEED et al., 2012; GARG et al., 2012).  
O método escolhido para a obter a impressão digital química deve ser capaz de efetuar 
análise da composição e monitorar se existe variabilidade entre os lotes do extrato 
padronizado (ONG, 2004). Ao identificar e isolar o composto de uma espécie, responsável 
por uma determinada atividade biológica, talvez este marcador isolado não possua a mesma 
atividade, ou seja, os componentes químicos podem desenvolver um efeito sinérgico que se 
analisados individualmente não apresentam mais a atividade biológica. Pois, normalmente 
vários compostos são responsáveis pelos efeitos terapêuticos dos extratos à partir de espécies 
vegetais (LIANG et al., 2004; GARG et al., 2012). 
Segundo Fernandes et al. (2009), para assegurar o controle de qualidade e a ação 
farmacológica, os extratos devem ser padronizados em um certo teor de princípios ativos, ou 
seja, eles devem ser produzidos de forma a garantir uma concentração definida das 
substancias especificas, ou grupos de compostos, com eficácia terapêutica conhecida. Porém, 
as propriedades dos extratos padronizados à partir de espécies vegetais podem ser afetadas por 
diversos fatores, tais como: variação sazonal, época de colheita, locais de cultivo, 
processamento pós-colheita, adulterantes ou substitutos de matérias-primas, e procedimentos 
de extração e preparação. Devido a isso, a matéria-prima deve ser também padronizada para 
garantir uniformidade na qualidade (LI et al., 2008; RASHEED et al., 2012). 
Dependendo do conhecimento disponível em relação aos constituintes ativos da 
planta, se aceitam dois critérios para a padronização dos extratos e preparações fitoterápicas, 
são eles: a concentração de substância(s) ativa(s) ou a concentração de marcadores químicos 
(DAVID et al., 2004). De acordo com Li et al. (2008) e Rasheed et al. (2012) os marcadores 
desempenham um papel crucial no controle de qualidade dos medicamentos fitoterápicos 





originais, procura de novos recursos ou substitutos de matérias-primas, otimização de 
métodos de extração e purificação, elucidação da estrutura e determinação da pureza. 
Diante do exposto, se faz necessário determinar a maioria dos compostos fitoquímicos 
presente em produtos de origem vegetal, a fim de garantir a confiabilidade e repetibilidade, 
entendendo a bioatividade dos extratos e os possíveis efeitos colaterais dos compostos ativos, 
na tentativa de aperfeiçoar o controle de qualidade do produto final. 
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ABSTRACT 
Dalbergia ecastaphyllum was named the botanical origin of the Brazilian red propolis by 
chemical and molecular studies increasing the interest in research with this plant species. The 
National Institute of Industrial Property (INPI), Brazil granted the designation of origin to red 
propolis and red propolis extract from Alagoas state whose composition includes, among 
other chemical compounds, formononetin and daidzein. However, several studies have 
identified the chemical markers of this product in samples of D. ecastaphyllum and propolis 
of Sergipe state. The objective of this study was to compare the chemical and genetic identity 
between D. ecastaphyllum populations and propolis from the north bank of the São Francisco 
river and the south bank of the river also known as the lower São Francisco region. D. 
ecastaphyllum samples and propolis from this region showed similar chromatographic 
profiles and ESI (-) - MS fingerprints. The markers formononetin, biochanin A and daidzein 
were found in D. ecastaphyllum and propolis collected from Sergipe and Alagoas. DNA 
sequencing demonstrated that Dalbergia population from Alagoas and Sergipe are highly 
homogeneous, having exactly the same haplotype. Thus D. ecastaphyllum from the lower São 
Francisco have the same genetic characteristics and chemical profiles including the chemical 
markers considered for propolis from Alagoas, asking for more comparative studies between 
propolis produced in the northeastern region of Brazil with the possible extension of 
geographical indication to other states as well.   















Brazil and Cuba are the only two countries known to produce red propolis and in 
Brazil its production is confined to the Northeastern states. Chemical and molecular studies 
have confirmed Dalbergia ecastaphyllum (L.) Taub. (Fabaceae) as the botanical origin of 
Brazilian red propolis and this has increased the interest of researchers all over the world to 
investigate more deeply this plant species (SILVA et al., 2008; DAUGSCH et al., 2008; JAIN 
et al., 2014).  
The National Institute of Industrial Property (INPI, Brazil) recognized in July of 2012, 
under the number IG201101, the name " Mangroves of Alagoas " region comprised by the 
coastal and estuarine – in the state of Alagoas as Geographical Indication for red propolis and 
propolis extract whose composition presents, among other chemical compounds, 
formononetin, daidzein and isoliquiritigenin markers, thus granting the designation of the 
origin for this product to the state of Alagoas (SANTA RITA et al., 2013). This designation is 
a certification that recognizes products whose qualities or characteristics are essentially or 
exclusively due to the geographical environment, including natural and human factors and 
whose production, processing and preparation take place in a defined geographical area 
(VALENTE et al., 2012).   
ITS (Internal Transcribed Spacer) stands out for a rapidly evolving region, which 
represents an important marker in order to reconstruct the molecular phylogeny of plants in 
the level of Species, Genus or Family (FANTACCIONE et al., 2008). These regions (ITS1 
and ITS2) are located in between the 18S and 26S ribosomal regions. These spacers are 
separated by a conservative ribosomal region, 5.8S. According to Young & Coleman (2004), 
the existence of this region makes the use of this region (ITS1, 5.8S, and ITS2) very flexible 
and powerful. According to Vatanparast et al. (2013), the ITS region provides sufficient 
phylogenetic signal in species of Dalbergia. 
In the last twenty years, high-performance liquid chromatography and gas 
chromatography were considered as rapid and reliable methods for obtaining the plant 
extracts fingerprint (XIE et al., 2005). In present day, the search for faster methods to 
characterize different samples, has led to the use of mass spectrometry techniques for the 
determination of fingerprints (SAWAYA et al., 2011; LÓPEZ et al., 2014). According to 
Sawaya et al. (2004), ESI - MS method of fingerprint in negative mode is capable of typing 






Several published reports describe isoflavones as the main constituents of D. 
ecastaphyllum, found almost exclusively in the family Fabaceae (DAUGSCH et al., 2008; 
SILVA et al., 2008; LÓPEZ & SAWAYA 2012). Daugsch et al. (2008) comparing propolis 
and D. ecastaphyllum from Alagoas confirmed the presence of these compounds in both 
samples. Despite the designation of origin of Alagoas propolis several studies have identified 
the chemical markers of this product in D. ecastaphyllum samples and propolis of Sergipe 
(LÓPEZ et al., 2014; JAIN et al., 2014; MENDONÇA et al., 2015). Thus, the objective of this 
study was to compare the genetic and chemistry identity D. ecastaphyllum populations from 
the north bank of the River (Alagoas state) and the South bank of the river (Sergipe state) also 
known as the lower São Francisco region. 
2. Material and Methods 
2.1 D. ecastaphyllum samples 
D. ecastaphyllum samples were collected from the south bank of the river São 
Francisco in the municipality of Brejo Grande, Sergipe (S 10º46‟22” W 36º43‟54”) 2 Km 
from the apiary Capivara; from an island (S 10º45‟16” W 36º42‟58”); and from the northern 
bank of the river in the state of Alagoas (S10º43‟79” W 36º41‟94”); as shown in the Figure 1. 
Specimens were prepared and deposited in the herbarium of the Federal University of Sergipe 
under number 19310. A total of 72 leaf samples were used for DNA extraction and molecular 
analysis using primer pairs ITS5-ITS4 for amplify complete sequence of ITS (ITS1, 5.8S and 
ITS2). For chemical analysis, bark samples from different locations (Sergipe, Alagoas and 
Island) and the propolis from rational box installed in the apiary Capivara (S 10º28‟25” W 






Figure 1: Distribution potential of Dalbergia ecastaphyllum and detail of the sampling 
region. In the legend, the color red refers to the region with higher incidence of D 
ecastaphyllum in Brazil and the blue color refers to regions with lower probability of 
occurrence (LIMA, 2014). 
 
2.2. Ethanol extract of D. ecastaphyllum 
Bark samples were dried in a forced air oven at 40°C until complete dehydration, and 
then they were reduced to powder using a slicer. The extracts were prepared according to 
Mendonça et al. (2015), with modifications. In short, 2g of each sample was subjected to 
extraction with 70% ethanol (25mL) at room temperature for 1h in ultrasonic bath with 
agitation every 10 min. After extraction, the mixture was centrifuged and the supernatant was 
evaporated under reduced pressure to give the ethanol extract of D. ecastaphyllum (EED) 
which was used for chromatographic analyses. 
2.3 Reversed-Phase High-Performance Liquid Chromatography (RP- HPLC) 
The chromatographic analyses of the ethanolic extracts (25 mg/mL) were performed 
on a HPLC Shimadzu Co Prominence model, consisting of autosampler, binary pump (LC-
20AT), column oven (CTO-20A) and DAD detector diodos (SPD-M 20A). The measurement 
was performed according to the method described by Cabral et al. (2009) and Alencar et al. 
(2007) with modifications: flow rate 1.0 mL/min; temperature 35°C; column: Phenomenex 
(Luna 5u C18(2) 100A, 250 x 4,6mm); injection volume, 20 µL; mobile phase, A=5% acetic 
acid (aq), B =metanol; gradient elution, 10-20% B, 0-10min; 20-60% B, 65 min; 80% B, 





eluents used were HPLC grade (VWR International S.A.S.). The standards used were: 
abscisic acid, ascorbic acid, caffeic acid, chlorogenic acid, ferulic acid, gallic acid, p -
coumaric acid, protocateicuico acid, trans - cinnamic acid, vanillic acid, apigenin, biochanin 
A, daidzein, formononetin, liquiritigenin, isoliquiritigenin, kaempferol, luteolin, naringerin, 
quercetin, rutin and triacetin. 
2.4 ESI(-)–MS fingerprints and UHPLC-ESI(-)-MS/MS 
The analysis of the ethanolic solutions of the dried extracts (1 mg/mL) were performed 
on a UHPLC Acquity chromatographer coupled with a TQD Acquity mass spectrometer 
(Micromass-Waters Manchester, England), with an ESI source according to López et al. 
(2014). A C18 BEH Waters Acquity column (2.1 mm x 50 mm x 1.7 µm particle size) was 
used. Solvent A was mili-Q purified water with 0.1% formic acid and solvent B was 
methanol. The flow rate was 0.2 mL/min and 5 µL of samples were injected; with a linear 
gradient starting at 40% methanol and increasing to up 100% methanol in 9 min, held until 11 
min and then returning to the initial conditions, followed by column re-equilibration. ESI 
ionization in the negative ion mode was used under the following conditions: Capillary -3.00 
kV, Cone -30 V, Source Temperature 150ºC, Desolvation Temperature 350ºC and Collision 
Energy 30 V, acquiring data between 100 and 800 m/z. 
2.5 DNA extraction and PCR 
Was used 150g of leaf sample to extract the genomic DNA using the method described 
by Doyle and Doyle (1990). The extracted DNA was dissolved in 50 µL of TE, quantified 
using spectrophotometer and stored at -20ºC for further use. To amplify the complete ITS 
sequence, ITS5–ITS4 primer pairs (WHITE et al., 1990) were used. PCR was performed 
using the following conditions: 2 min initial denaturation at 95°C, followed by 35 
amplification cycles of 45 sec denaturation at 95°C, 1 min annealing at 50°C, 1 min extension 
at 72°C, and a final 10 min extension at 72°C. PCR products were stained with the nucleic 
acid gel staining dye, Diamond™ Nucleic Acid Dye (Cat.#H1181), electrophoresed on 1.5% 
agarose and visualized under UV. 
2.6 DNA sequencing 
PCR-amplified DNA bands were purified using Wizard SV Gel and PCR Clean-Up 
System kit (Promega, USA), quantified and sequenced. Sequencing reactions were carried out 
with the ABI PRISM BigDye® Terminator Cycle Sequencing V.3.1 kit (Applied 





Analyzer (Applied Biosystems). Sequencing quality and contig assembly were assessed using 
Pregap4 and Gap4 programs, which are part of the Staden package (STADEN, 1996). Only 
sequences with Phred value above 30 were considered for the contig assembly. Local 
sequence alignments were carried out to determine the sequence identity when compared to 
other sequences from GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide), using nucleotide 
BLAST with default parameters (ALTSCHUL et al., 1990). The obtained nucleotide 
sequences were aligned using Muscle (EDGAR, 2004) incorporated in MEGA software 
version 7.0 (KUMAR et al., 2016). A genetic distance matrix was constructed in order to 
observe the genetic relationships among the three sampling locations using MEGA software 
version 5.0 (TAMURA et al., 2011). 
3. Results and Discussion 
HPLC chromatograms of the samples are shown in Figure 2. The chromatographic 
profiles of D. ecastaphyllum samples from the lower São Francisco region were found to be 
very similar (Figura 2A). The HPLC chromatogram of propolis compared with the plant 
species showed similarity in some peaks, but quantity and intensity were much elevated than 
the plant samples (Figura 2B), which was expected as propolis is a complex mixture of plant 
resins, enzymes and beeswax (BANKOVA, 2000; DAUGSCH et al., 2008). 
Figure 2: RP-HPLC profiles. A: Comparison between D. ecastaphyllum samples; B: 
Comparison between D. ecastaphyllum and red propolis from Sergipe. 
 
ESI(-)-MS Fingerprint of D. ecastaphyllum (Figura 3) samples showed similar 
composition profiles. Propolis possesses m/z 239, 255, 271 ou 283 ions which are also present 
in D. ecastaphyllum, although the ionization intensities vary between samples. However, 






ecastaphyllum. Chromatographic analyzes by UHPLC-MS along with the analysis of 
fragmentation profiles allowed the identification of pinocembrine, biochanin A, daidzein and 
formononetin whose presence in propolis from Sergipe has already been linked to D. 
ecastaphyllum (LÓPEZ et al., 2014). In this study, although the formononetin and biochanin 
A were found in all samples of D. ecastaphyllum, daidzein was not found in the bark sample 
of D. ecastaphyllum from the island and pinocembrine was not found in the bark of D. 
ecastaphyllum collected in Alagoas (Figure 4 and Figure 5). These isoflavone markers have 
been identified in propolis from different Brazilian states (Alagoas, Sergipe and Paraiba), and 
in D. ecastaphyllum from Paraiba state (about 404 Km North of the Lower São Francisco 
region) and from Alagoas state (SILVA et al, 2008; LÓPEZ et al, 2014). Our results show 
that these markers are also found in D. ecastaphyllum from Sergipe state. 













































Figure 4: UHPLC-MS extracted ion chromatograms of the ions m/z 267 –formononetin (A-
D), m/z 283 - biochanin A (E-H), m/z 255 – pinocembrin (I-K) and m/z 253 – daidzein (L-N) 
in D. ecastaphyllum and in red propolis from Sergipe. 
Time
















































































































2.510.71 2.99 4.96 9.37

















































































Figure 5: UHPLC-ESI(-).MS/MS of formononetin (A), biochanin A (B), daidzein (C) and 
pinocembrin (D)  in D. ecastaphyllum from Sergipe.  
 
 
For the assessment of genetic identity, a total of 72 D. ecastaphyllum samples were 
collected from the lower São Francisco region. Of this, 21 samples were collected from the 
state of Sergipe, 29 samples from the islands and 22 samples from the state of Alagoas 
(Figure 1). PCR analysis using DNA extracted from the leaves of the D. ecastaphyllum 
produced a single band of 700bp. Sequencing results confirmed that all the samples amplified 
the same region of ITS1, 5.8S and ITS2 (Table 1). Comparison of the amplified ribosomic 
fragments with the sequences present in GenBank showed 100% identity with ITS fragments 
from D. ecastaphyllum (Accession number KM 521373.1; KM521374.1) and Dalbergia 
monetária (Accession number KM 521385.1). Howeve, D. ecastaphyllum is the only species 
found in the lower São Francisco region (CARVALHO, 1997). The genetic distance matrix 
shows that the samples from Sergipe state, Alagoas state and the islands are all identical 




































































Table 1: Blast results of D. ecastaphyllum. Only the best blast hits are reported. 
Espécie Genomic region E value Identity Accession 
Dalbergia monetaria ITS 1, 5.8S, ITS2 0.0 100% KM 521385.1 
Dalbergia ecastaphyllum ITS 1, 5.8S, ITS2 0.0 100% KM 521374.1 
Dalbergia ecastaphyllum ITS 1, 5.8S, ITS2 0.0 100% KM 521373.1 
Dalbergia monetaria ITS 1, 5.8S, ITS2 0.0 100% KM 521384.1 
Dalbergia ecastaphyllum 
18S, ITS 1, 5.8S, 
ITS2 
0.0 100% AB 828628.1 
Dalbergia ecastaphyllum ITS 1, 5.8S, ITS2 0.0 100% EF 451072.1 
Dalbergia ecastaphyllum ITS 1, 5.8S, ITS2 0.0 100% EF 451071.1 
Dalbergia monetaria ITS 1, 5.8S, ITS2 0.0 100% EF 451073.1 
 
Table 2: Estimates of Evolutionary Divergence over Sequence Pairs between Groups. 
Comparison between groups Distance 
Sergipe Island 0.000 
Sergipe Alagoas 0.000 
Island Alagoas 0.000 
 
The number of base differences per site from averaging over all sequence pairs between 
groups are shown. The analysis involved 41 nucleotide sequences. Codon positions included 
were 1st+2nd+3rd+Noncoding. All positions containing gaps and missing data were 
eliminated. There were a total of 486 positions in the final dataset. Evolutionary analyses 
were conducted in MEGA software version 5.0 (TAMURA et al., 2011). 
 
According to Coleman (2003), in studies with plants, internal spacer region (ITS) of 
rRNA is most utilized for phylogenetic analysis at the genus and species level as this region is 
very variable compared to the 5.8S gene, which is conserved. This is in agreement with 
Hartvig et al. (2015) who claim that the ITS region presents higher efficiency in identifying 
Dalbergia specimens. 
 In the present study, we utilized the variable ITS region for Dalbergia where ITS1 
separates 18S and 5.8S genes, and the spacer ITS2 separates 5.8S and 26S genes 
(VATANPARAST et al., 2013; HARTVIG et al., 2015). This region is commonly used for 
phylogenetic studies in related species. However, depending on the level of variation found in 
this region, it could also be applied to population studies. This is in accordance to Ribeiro et 
al. (2007), which used this region to investigate the phylogenetic relationships among 






This marker showed that the populations of Dalbergia from lower São Francisco are 
very homogeneous, having exactly the same haplotype for this region. This highlights the lack 
of population variation, probably due to the proximity and the form of dispersion and 
propagation of this plant species. Thus, even considering a highly variable marker the same 
haplotype was present in all the samples which leads us to the conclusion that the three 
sampled locations contain the same Dalbergia population. Therefore, according to the 
botanical origin, it is not prudent to differentiate the plants that are in the state of Alagoas or 
Sergipe. The presented genetic homogeneity also points out that any chemical differences 
between the samples are due to the development stage of the plant and/or depending on the 
environmental conditions to which the plants are submitted. 
The propolis produced in the state of Alagoas has designation of origin issued by the 
INPI (SANTA RITA et al., 2013). This geographical indication states that only the red ropolis 
of Alagoas and its extracts contain formononetin, dadzeína and isoliquiritigenina markers 
(SANTA RITA et al., 2013). However, according to the results obtained from this study, D. 
ecastaphyllum samples from both Sergipe and Allagoas have the same genetic characteristics 
and chemical profiles including the presence of formononetin and daidzein which are the 
chemical markers for Alagoan propolis. 
 Our group, through DNA sequencing, had already confirmed the presence of D. 
ecastaphyllum in propolis from Sergipe (JAIN et al., 2014). Considering the ease of 
propagation and cultivation of D. ecastaphyllum (MATA et al., 2014) and the presence of 
several markers of biotechnological interest in the extracts of this species, this study opens the 
possibility of obtaining bioactive molecules found in propolis directly from the extract of the 
inner bark of the plant. 
 Despite production in lower quantities, the systematic cultivation of this species can 
reach production volume that could supplant extraction from propolis.  Moreover, bees 
produce propolis from different botanical origins and there is no guarantee for the presence 
and/or concentration of bioactive compounds due to seasonality (MENDONÇA et al., 2015). 
4. Conclusion 
This study using ITS marker points out the existence of a single homogeneous D. 
ecastaphyllum population in the lower São Francisco region. ESI(-)-MS analysis showed that 
the fingerprints for different D. ecastaphyllum are similar. UHPLC -MS analysis along with 






pinocembrin and daidzein among these formononetin and daidzein are considered as markers 
for the Alagoas propolis. Thus there is a need for more comparative studies (of chemical 
composition in qualitative and quantitative terms, as well as the biological properties) of 
Alagoan red propolis with propolis of Sergipe and other regions of the northeast of Brazil, 
aiming the possibility of the geographical origin indication to be extended to these regions. 
The genetic similarity of the plants and the presence of various chemical markers of great 
biotechnological interest present in propolis as well as ease of propogation of this plant in the 
cultivation system enables the exploitation of a new way of obtaining bioactive compounds 
directly from extracts of the bark of D. ecastaphyllum. 
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ABSTRACT 
The chemical markers of red propolis are considered as the main constituents of Dalbergia 
ecastaphyllum, and have chemical and pharmacological properties of great interest for health. 
Therefore, the objective of this study was to use different chromatographic techniques to 
analyze diverse plant parts (bark, stalk, or leaf) of Dalbergia ecastaphyllum and confirm if 
they all contain the same chemical markers as found in red propolis. HPLC results showed 
that the different parts of the plant have similar chemical profiles. Gallic acid was identified in 
all plant parts, but formononetin and biochanin A were only found in the bark. The ESI(-)-MS 
fingerprint and UHPLC-MS analysis were more accurate, because the compounds 
formononetin, biochanin A and daidzein were identified in all parts of the plant. Thus as long 
as an efficient chromatographic method is utilized, any part of the plant could be used for the 
identification of chemical markers. Bark was found to be the best for the production of 
functional extracts as it contained the highest concentration of the bioactive compounds. 







Dalbergia ecastaphyllum (L.) Taub. (Fabaceae) was confirmed as the botanical origin 
of red propolis from the northeast Brazil, increasing the research interest in active compounds 
present in this plant species. Studies have shown that propolis from D. ecastaphyllum has 
several biological activities, such as antioxidant (MAIA-ARAÚJO et al., 2013; MENDONÇA 
et al., 2015a), antibacterial (DAUGSCH et al., 2008; MENDONÇA et al., 2011), antifungal 
(MENDONÇA et al., 2015b), leishmanicidal (ARAÚJO, 2014), and cytotoxic (MENDONÇA 
et al., 2015a). The main constituents of D. ecastaphyllum are the isoflavonoid compounds, 
which are found almost exclusively in Fabaceae species (DAUGSCH et al., 2008; 
DONNELLY et al., 1973; SILVA et al., 2008; LÓPEZ & SAWAYA, 2012). These 
compounds are secondary metabolites distributed in the leaves, seeds, bark and flowers of the 
plant (BALASUNDRAM et al., 2006), and are also found in propolis (DAUGSCH et al., 
2008). According to Sharma and Janmeda (2014), secondary metabolites present in plants 
have chemical and pharmacological properties of interest for health, and research on these 
compounds represent an important strategy for the discovery and development of new 
medicines. 
Although some compounds have a standard ISO (ISO, 2005; STODT & 
ENGELHARDT, 2013), there is also a standard method for the determination of isoflavones 
in plants. According to Sasidharan et al. (2011), the use of different chromatographic 
techniques to separate, identify and quantify bioactive compounds in plant species is needed. 
In this context, D. ecastaphyllum has been studied using various analytical methods, 
including: Reversed-Phase High-Performance Thin-Layer Chromatography (RPHPTLC), 
High-Performance Liquid Chromatography (HPLC), UV-VIS Spectra, Gas Chromatography–
Mass Spectrometry (GC-MS), High resolution and accuracy ESI(-)-FT-ICR–MS fingerprints, 
and Ultra-High resolution Liquid Chromatography–Mass Spectrometry (UHPLC–MS) 
(DAUGSCH et al., 2008; SILVA et al., 2008; LÓPEZ et al., 2014). 
HPLC is a well established separation technique widely used for the isolation of 
natural products, and it is applied as a reference tool for quality control of medicinal plants 
(KIM et al., 2013). Improvements in HPLC technique have been incorporated over the time, 
allowing faster and more efficient analyzes which makes it possible to increase the number of 
analyzes, the yield and cost reduction (MALDANER & JARDIM, 2012).  
Recently, HPLC assay was replaced by UHPLC-MS method due to its rapid and 





of their qualitative composition, even without the use of commercial standards when done in 
combination with mass spectrometry (LÓPEZ et al., 2014). In this context, the objective of 
this study was to use different chromatographic techniques to identify which plant part (bark, 
stalk, and leaf) of Dalbergia ecastaphyllum presents the chemical markers for propolis. This 
knowledge is essential for the development of standardized extracts production strategies, 
performance evaluation and production costs, which are the key factors for the biotechnology 
industry. 
2. Material and Methods 
2.1 D. ecastaphyllum samples 
Bark, stalk, and leaf samples were collected from the banks of São Francisco River in 
the municipality of Brejo Grande/SE (S10º46'22" W36º43'54") Herbarium specimens were 
prepared and deposited in the Herbarium of the Federal University of Sergipe, under number 
19310. 
2.2 Ethanol extracts of D. ecastaphyllum (EED) 
Samples, in triplicate, were submitted to drying using a forced air oven at 40°C until 
complete dehydration, and then they were reduced to powder using a slicer. Extracts were 
prepared according to Mendonca et al. (2015b), with modifications. In short, 2g of each 
sample was subjected to extraction with 70% ethanol (25mL) at room temperature for 1h in 
ultrasonic bath with agitation every 10 min. After the extraction, the mixture was centrifuged 
and the supernatant evaporated under reduced pressure to yield the DSE, which were prepared 
with 70% etanol. 
2.3 Purification of EED 
The extraction was performed using the methods described by Silva et al. (2013), with 
the following modifications: 5 mL of EED were individually homogenized with 5g of XAD-2 
Amberlite resin for 10 min, with the aid of a glass cane. The particles of the Amberlite resin 
were then packed into a glass column (20 mm x 400 mm), washed with acidified water (pH 2 
with HCl, 25 mL), and subsequently rinsed with ultra-pure water (25 mL) to remove all 
sugars and other polar components (FERRERES et al., 1996). The samples were then filtered 
through glass wool to remove any solid particles. Phenolic compounds were eluted in 50 ml 
HPLC grade methanol. Methanol extracts were concentrated under vacuum at 40°C using 
rotary evaporator. After further treatment, the residue was dissolved in 5 ml of distilled and 





removed. The residue was dissolved in 2 ml of HPLC grade methanol, filtered (Millipore, 13 
mm, 0.45 pore size), and packed in vials for subsequent chromatographic analysis. 
2.4 HPLC 
The chromatographic analysis of the ethanolic extracts (25 mg/mL) were performed 
on a HPLC Shimadzu Co Prominence model, consisting of autosampler, binary pump (LC-
20AT), column oven (CTO-20A) and DAD detector (SPD-M 20A). The measurement was 
performed according to the method described by Cabral et al. (2009) and Alencar et al. 
(2007), with modifications: flow rate, 1.0 mL/min; temperature, 35°C; column: Phenomenex 
(Luna 5u C18(2) 100A, 250 x 4,6mm); injection volume, 20 µL; mobile phase, A=5% acetic 
acid (aq), B =metanol; gradient elution, 10-20% B, 0-10min; 20-60% B, 65 min; 80% B, 
70min; 80% B, 75min; 20% B, 80min; detection, diode array (k = 200 and 400 nm). All 
eluents used were HPLC grade (VWR International S.A.S.). The standards used were: 
abscisic acid, ascorbic acid, caffeic acid, chlorogenic acid, ferulic acid, gallic acid, p-
coumaric acid, protocateicuico acid, trans-cinnamic acid, vanillic acid, apigenin, biochanin A, 
daidzein, formononetin, liquiritigenin, isoliquiritigenin, kaempferol, luteolin, naringerin, 
quercetin, rutin, and triacetin. 
2.5 ESI(-)–MS fingerprints and UHPLC-ESI(-)-MS/MS 
The analysis of ethanolic solutions of the dried extracts (1 mg/mL) were performed on 
a UHPLC Acquity chromatographer coupled with a TQD Acquity mass spectrometer 
(Micromass-Waters Manchester, England), with an ESI source, according to López et al. 
(2014). A C18 BEH Waters Acquity column (2.1 mm x 50 mm x 1.7 µm particle size) was 
used. Solvent A was mili-Q purified water with 0.1% formic acid and solvent B was 
methanol. The flow rate was 0.2 mL/min and 5 µL of samples were injected; with a linear 
gradient starting at 40% methanol and increasing to up 100% methanol in 9 min, held until 11 
min and then returning to the initial conditions, followed by column re-equilibration. ESI 
ionization in the negative ion mode was used under the following conditions: Capillary -3.00 
kV, Cone -30 V, Source Temperature 150ºC, Desolvation Temperature 350ºC and Collision 
Energy 30 V, acquiring data between 100 and 800 m/z. The UHPLC - MS / MS of all samples 
was performed in comparison with commercial standards chrysin, kaempferol, quercetin, 








HPLC results showed that different parts of the plant have similar chemical profiles, as 
can be seen in Figure 1. By this technique, it was possible to identify some phenolic 
compounds such as abscisic acid, trans-cinnamic acid, and gallic acid. Gallic acid was found 
in all samples, but the compounds considered as propolis markers isoflavones formononetin 
(2548 µg/g) and biochanin A (25 µg/g) were found only in the bark of the plant. Daidzein 
could not be identified using this technique. Naringerin was also not identified in the bark of 
D. ecastaphyllum, unlike isoliquiritigenina, which was only found in this part of the plant. 
These compounds were quantified as shown in Table I. 
 















Table I: Quantification of compounds found in different plant parts of D. ecastaphyllum by 
RP-HPLC 
Compounds 
Samples (µg / g) 
Bark Stalk Leaf 
Gallic acid 348 487 6777 
Abscisic acid Ni Ni 385 
Trans – Cinnamic acid 14 Ni Ni 
Naringerin Ni 433 305 
Isoliquiritigenin 373 Ni Ni 
Formononetin 2548 Ni Ni 
Biochanin A 25 Ni Ni 
Ni: Not identified. 
 
The similarity in the composition profile of samples was confirmed by the ESI(-)-MS 
fingerprint (Figure 2) and UHPLC -MS (Figure 3). However, the identification of marker 
compounds was more accurate in UHPLC technique over HPLC. Chromatographic analyzes 
by UHPLC-MS along with the analysis of fragmentation profiles allowed the identification of 
formononetin, biochanin A, and daidzein markers in all samples (Figures 4, 5, and 6). 
Pinocembrine, was found everywhere but the leaves of D. ecastaphyllum (Figure 7). 
 
Figure 2: ESI(-) –MS fingerprint of different plant parts of D. ecastaphyllum.  
 
 










Figure 5: ESI(-)-MS/MS analysis showing ion cluster m/z 283 (Biochanin A) in all samples 


















According to Maldaner & Jardim (2012), UHPLC chromatographic analysis has better 
resolution and detectability compared to HPLC. This is in line with the results of this study, 
where using HPLC, formononetin and biochanin were identified only in bark. However with 
the use of UHPLC-MS together with the fragmentation profile analysis they could be 
identified in all the plant parts. These chemical markers are isoflavones that have been 
identified in propolis collected from different geographical regions of the Northeastern Brazil 
(States of Alagoas, Sergipe, and Paraíba) and in D. ecastaphyllum from the States of Paraíba 
and Alagoas (SILVA et al., 2008; LÓPEZ et al., 2014).  
The use of HPLC has provided great assistance in analyzing the chromatographic 
profile of extracts, making it possible to investigate the substances and/or different 
pharmacological activities (CIMPAN & GOCAN, 2002). In this study, HPLC results 
demonstrated that chemical markers are concentrated in the bark of D. ecastaphyllum. 
Further, ESI(-)-MS analysis of EED in negative ion mode provided a characteristic profile of 
the chemical composition which can serve as a fingerprint for D. ecastaphyllum , results 
similar to that reported earlier (LÓPEZ et al., 2014). Using ESI(-)-MS, chemical markers 
could be identified in all examined plant parts. According to López et al. (2014), in the ESI(-)-
MS fingerprinting, several substances appear as one signal since they have the same 
molecular formula and hence the same cluster profile. Therefore, it is necessary to use 
chromatography (UHPLC) to further characterize the ion in accordance with the retention 
times. 
The ion m/z 267 with neutral molecular formula C16H12O4 was found in the fingerprint 
of all the samples (Figure 4) and may correspond to two possible structures, having the same 
molecular formula. These compounds are identified as dalbergina (DAUGSCH et al., 2008) 





the compounds are chemical constituents of D. ecastaphyllum (DAUGSCH et al., 2008). 
Confirmation of the compound was made by comparison of the chromatograms and MS/MS 
spectra of samples with the formononetin standard. 
The neutral ion fragmentation pattern m/z 283 in the samples with the molecular 
formula C16H12O5 was very similar indicating that they could be the same compound (Figure 
5). In the literature, several substances with this molecular mass have been identified in 
propolis (AWALE et al., 2008; PICCINELLI et al., 2011; RIGHI et al., 2011). The 
subsequent comparison of the chromatograms and MS/MS spectra of samples of D. 
ecastaphyllum confirmed the similarity of this compound with standard biochanin A. Another 
ion spectra that showed similar behavior in all samples was the m/z 253, with retention time 
equal to 2.8 min, identified as isoflavone daidzein by comparison of MS/MS spectra of 
samples of D. ecastaphyllum with the commercial standard (Figure 6). 
ESI(-)-MS/MS ion m/z 255 (Rt = 4.9 min), with molecular formula C15H11O4, had a 
similar fragmentation patterns in two parts of the plant (bark and stem), which suggests that 
they are the same substance, pinocembrine, identified in D. ecastaphyllum by Daugsch et al. 
(2008). This compound was also found in propolis from Mexico (LOTTI et al., 2010), 
Dalbergia odorifera (LIU et al., 2005), Dalbergia louvelii (BELDJOUDI et al., 2003), and 
Dalbergia parviflora (UMEHARA et al.,2009) (Figure 7). 
Comparative analysis between D. ecastaphyllum and propolis from the State of 
Sergipe, using chromatographic techniques, has identified biochanin A, formononetin, and 
pinocembrine, confirming that these compounds are chemical markers of this species (LÓPEZ 
et al., 2014). UHPLC method has shown advantages over HPLC in terms of time of analysis, 
lower solvent consumption, smaller sample injection volume, and higher detectability. 
However, the limitation of commercial standards available for the components found in D. 
ecastaphyllum restrict their identification. 
5. Conclusion 
Phytochemical evaluation of D. ecastaphyllum provided relevant information of the 
types of secondary metabolites found in different parts of the plant, which shows the 
relevance of this study. The results are also important because it highlights the possibility of 
the isolation of bioactive compounds, expanding the chemotaxonomic knowledge of this 
species. In this study, it was observed that any part of the plant could be used in order to 
obtain the chemical markers for propolis. The presence of isoflavones (formononetin, 





the pharmacological use of this plant species because of the therapeutic activities of these 
substances. We also suggest the use of the bark as a preferred part of the plant for the 
production of extracts, as the highest concentration of the compounds was found in this part 
of the plant. 
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Por apresentar como principal constituinte os isoflavonoides, é cada vez maior o interesse 
biotecnológico pela espécie vegetal Dalbergia ecastaphyllum. A produção de um extrato 
padronizado desta planta pode ser uma alternativa terapêutica usada como agente 
antimicrobiano. Com isto, o presente trabalho tem como objetivo produzir extratos de D. 
ecastaphyllum do nordeste brasileiro, padronizá-lo em compostos fenólicos, e realizar 
avaliação da atividade antimicrobiana. Foram determinados os teores de fenóis totais, 
flavonoides, atividade antioxidante das amostras de D. ecastaphyllum. Análises 
cromatográficas foram realizadas para caracterização química e posterior atividade 
antimicrobiana. A análise dos fenóis e flavonoides por HPLC demonstrou uma determinação 
mais fiável destes compostos e do perfil químico dos extratos. Todos os extratos foram 
capazes de inibir o desenvolvimento das cepas clínicas S. aureus e P. aeruginosa. Os 
compostos ácido gálico e formononetina foram identificados, quantificados e utilizados como 
parâmetro para padronização do extrato de Dalbergia. Os resultados deste estudo demonstram 
que nem todos os compostos presentes nos extratos possuem atividade frente aos 
microrganismos utilizados e que provavelmente a ação combinada entre eles diminui a 
potência biológica do ácido gálico. Para se obter atividade antimicrobiana efetiva nestas 
amostras pode se padronizar o extrato com a quantidade mínima de 1% de ácido gálico e 4% 
de formononetina. Embora os estudos de correlação indicassem que os compostos analisados 
têm atividade, será necessário avaliar a atividade destes compostos isolados para confirmar 
esta hipótese. 








Dalbergia ecastaphyllum (L.) Taub. (Fabaceae) é uma espécie encontrada desde o sul 
da Flórida até o sul do Brasil, principalmente em áreas costeiras, como o manguezal e a 
restinga (MATA et al., 2014). Estudos afirmam que esta espécie é a origem botânica da 
própolis vermelha, produto produzido por abelhas com diversas propriedades biológicas 
(SILVA et al., 2008; DAUGSCH et al., 2008; MENDONÇA et al., 2011; JAIN et al., 2014; 
MENDONÇA et al., 2015).  
Com a valorização da própolis vermelha do nordeste do Brasil, é cada vez maior o 
interesse biotecnológico por D. ecastaphyllum que tem como principais constituintes as 
isoflavonas, compostos encontrados quase exclusivamente nas espécies da família Fabaceae 
(DONNELLY et al., 1973; DAUGSCH et al., 2008; SILVA et al., 2008; LÓPEZ & 
SAWAYA, 2012). Estes compostos são metabólitos secundários distribuídos nas folhas, 
sementes, cascas e flores de plantas (BALASUNDRAM et al., 2006) e também foram 
encontrados em amostras de própolis (DAUGSCH et al., 2008).  
Segundo Sharma & Janmeda (2014) estes metabolitos têm propriedades químicas e 
farmacológicas interessantes para a saúde e a investigação sobre estes compostos representam 
uma estratégia importante para a descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos. 
Muitas espécies de Dalbergia são usadas na medicina popular como agentes antimicrobianos 
(VASUDEVA et al., 2009). Alguns estudos associam a atividade antimicrobiana de espécies 
deste gênero à presença de flavonoides (DEESAMER et al., 2007; NARAYANAN et al., 
2007). 
Motivado pela necessidade de identificar os compostos responsáveis pela atividade 
biológica das espécies vegetais, os métodos de análise utilizados têm evoluído na tentativa de 
assegurar a qualidade dos produtos fabricados (SAWAYA et al., 2011). Para usar qualquer 
planta no desenvolvimento da fitoterapia é essencial garantir a eficácia, segurança e 
reprodutibilidade da atividade farmacológica. Estes requisitos são alcançados por meio da 
padronização de todo o processo de produção e também a padronização dos compostos 
químicos (PETERS et al., 2015).  
A produção de um extrato padronizado de D. ecastaphyllum, com eficácia e segurança 
de sua utilização garantida, pode ser uma alternativa terapêutica usada como agente 





ecastaphyllum do nordeste brasileiro, padronizá-lo em compostos fenólicos, e realizar 
avaliação da atividade antimicrobiana.  
2. Materiais e Métodos 
2.1 Amostras de D. ecastaphyllum 
Amostras de entrecasca de D. ecastaphyllum foram coletadas na margem sul do Rio 
São Francisco no município de Brejo Grande, Sergipe (S 10º46‟22” W 36º43‟54”) a 2Km de 
um apiário com produção confirmada de própolis vermelha; em uma ilha (S 10º45‟16” W 
36º42‟58”); e na margem norte do Rio no estado de Alagoas (S10º43‟79” W 36º41‟94”). As 
amostras foram preparadas e depositadas no herbário da Universidade Federal de Sergipe sob 
o número 19310. 
2.2 Extrato etanólico de D. ecastaphyllum (EED) 
Amostras de entrecasca de D. ecastaphyllum foram secas em um forno de ar forçado a 
40°C até completa desidratação, e em seguida, foram reduzidos a pó utilizando um moinho de 
facas. Os extratos foram preparados de acordo com Mendonça et al. (2015), com as seguintes 
modificações: 2 g de cada amostra foi submetida a extração com etanol 70 % (25mL) à 
temperatura ambiente durante 1 h em banho de ultrassom com agitação a cada 10 min. Após a 
extração, a mistura foi centrifugada e o sobrenadante evaporado sob pressão reduzida para se 
obter o extrato seco. Os extratos utilizados nas análises foram ressuspendidos em uma 
concentração de 5%. 
2.3 Fenóis Totais e Flavonoides 
O teor de fenóis totais nos EEDs foi determinado pelo método colorimétrico de Folin-
Ciocalteu (SINGLETON et al., 1999). Os extratos (0,5 mL) foram misturados com 2,5 mL de 
reagente de Folin-Ciocalteu (1:10) e 2,0 mL de solução aquosa a 4% de Na2CO3. A 
absorvância foi medida a 740 nm após 2 horas de incubação à temperatura ambiente. Os EED 
foram avaliados a uma concentração final de 50µg/mL. O teor de fenóis totais foi expresso 
como mgEAG/g (equivalentes de ácido gálico). O teor de flavonoides nos extratos foi 
determinada usando um método descrito por Alencar et al. (2007), com modificações. Um 
total de 0,5 mL de EED (1:10), 1,5 mL de 95 % de etanol, 0,1 mL de 10% de AICI3, 0,1 mL 
de solução de acetato de potássio 1M e 2,8 mL de água destilada foram misturados. Após 





flavonoides totais foram calculados como equivalentes de quercetina (mgEQ/g) a partir de 
uma curva padrão. 
2.4 Purificação dos EED 
A extração foi realizada utilizando métodos descritos por Silva et al. (2013), com a 
seguinte modificação: 5 mL EED foram homogeneizados individualmente com 5g de resina 
amberlit XAD-2 durante 10 min, com auxílio do bastão de vidro. As partículas de resina foi, 
em seguida, embalada em uma coluna de vidro (20 mm x 400 mm), lavou-se com água 
acidificada (pH 2 com HCl, 25 mL) e, subsequentemente, enxaguados com água ultrapura (25 
mL) para remover todos os açúcares e outros componentes polares (FERRERES et al., 1996). 
As amostras foram então filtradas através de lã de vidro para remover quaisquer partículas 
sólidas. Os compostos fenólicos foram eluídos em 50 mL de metanol grau HPLC. Os extratos 
de metanol foram concentradas no rotaevaporador sob vácuo a 40°C. Após tratamento 
posterior, o resíduo foi dissolvido em 5 ml de água ultrapura e foi utilizado 5 ml de acetato de 
etila para capturar fenóis. O solvente foi removido por vácuo. O resíduo foi dissolvido em 
2mL de metanol grau HPLC, filtrado (Millipore, 13 mm, tamanho de poro de 0,45) e 
armazenado em vials para análise cromatográfica subsequente. 
2.5 HPLC 
As análises cromatográficas dos extratos etanólicos (25mg/mL) foram realizadas em 
um HPLC Shimadzu Co modelo Prominence, consistindo de amostrador automático, bomba 
binária (LC-20AT), forno de coluna (CTO-20A) e detector diodos DAD (SPD-M 20A). A 
medição foi realizada de acordo com o método descrito por Cabral et al. (2009) e Alencar et 
al. (2007) com as modificações da taxa de fluxo: 1,0 mL / min; temperatura 35°C; coluna: 
Phenomenex (Luna 5u C18 (2) 100A, 250 x 4,6mm); volume de injeção, 20 µl; fase móvel, A 
= 5% de ácido acético (aq), B = metanol; gradiente de eluição, 10-20% de B, 0-10 min; 20-
60% de B, 65 min; 80% de B, 70 min; 80% de B, 75 min; 20% de B, 80 min; detecção, por 
arranjo de diodos (k = 200 e 400 nm). Todos os eluentes utilizados foram grau HPLC (VWR 
International S.A.S.). Os padrões utilizados foram: ácido abscísico, ácido ascórbico, ácido 
cafeico, ácido clorogênico, ácido ferúlico, ácido gálico, ácido p-cumárico, ácido 
protocateicuico, trans-cinâmico, ácido vanílico, apigenina, biochanina A, daidzeína, 
formononetina, liquiritigenina, isoliquiritigenina, Caempferol, luteolina, naringerina, 
quercetina, rutina e triacetina. Os compostos foram identificados com base no comportamento 





analisado por uma curva padrão, construída a partir de cromatogramas HPLC dos compostos 
autênticos. 
2.6 Determinação da atividade antioxidante pelo método ORACFL  
A atividade antioxidante dos EEDs foi medida usando o teste ORACFL (capacidade 
absorvente do radical oxigênio) com fluoresceína como sonda fluorescente e AAPH (cloreto 
de (2,2'-azobis (2-amidiopropano)) como uma fonte de radicais livres. As experiências foram 
realizadas em placas de microtitulação de 96 poços de acordo com a metodologia descrita por 
Prior et al. (2003) e Ou et al., (2001). Para esta finalidade soluções estoque foram preparadas 
a partir de EED (50 mg.mL
-1
), em EtOH/DMSO (50:50) e diluiu-se 100, 500, 1000, 5000 e 
10000 vezes com tampão de fosfato (pH 7,05). Foi adicionado 50 µL de cada diluição nos 
poços com 100 µl de fluoresceína e, finalmente, 50 µL de AAPH. O Trolox (6-hidroxi-2, 
ácido 5,7,8- tetrametilcromano-2-carboxílico) que é um análogo da vitamina E, foi usado 
como substância de referência. A leitura foi realizada utilizando um filtro de fluorescência 
(excitação  λ = 485 nm e emissão λ = 528nm) monitorando a cinética da reação a cada 2 min 
durante um período de 70 minutos (temperatura = 37°C). Os resultados foram expressos como 
µmol de Trolox equivalente (ET) por grama de extrato (µmol ET/g). Como controle positivo 
foi utilizado a quercetina e como controle negativo e solução diluente. 
2.7 Ensaio Biológico 
Microrganismo: Cepas foram fornecidas pelo Laboratório de Biomateriais do Instituto 
de Tecnologia e Pesquisa, Universidade Tiradentes. Foram utilizadas duas linhagens clínicas 
bacterianas (Staphylococcus aureus (Gram +) e Pseudomonas aeruginosa (Gram -)).  
Atividade antibacteriana: Foi realizada de acordo com Mendonça et al. (2011). Foram 
preparadas as suspensões das bactérias e ajustada de acordo com o padrão de turvação em 
comparação com a escala 0,5 McFarland (1,5 x 10
8 
células/ml). Método de difusão de ágar foi 
utilizado para a determinação das atividades antibacterianas de EED. Após a solidificação das 
placas à temperatura ambiente, foram feitos poços (d=5mm). Alíquotas de 40 µl de EED (50 
mg.ML
- 1
) foram adicionados aos poços. As placas inoculadas foram incubadas durante 24 h a 








2.8 Análise estatística 
Foi realizado a análise de variância (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey a fim de 
avaliar a diferença entre os grupos. Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos. 
Estas análises foram feitas usando o software Assistat 7.7 beta. 
3. Resultados e Discussão 
Os resultados obtidos para os teores de fenóis totais e flavonoides utilizando o método 
espectrofotométrico não apresentaram diferença significativa entre as amostras de D. 
ecastaphyllum das diferentes localidades como apresenta a Tabela 1. O método 
espectrofotométrico do cloreto de alumínio com base na reação de cor é frequentemente 
aplicado para a quantificação de flavonoides em extratos de própolis e é especialmente útil 
para a pesquisa rápida de componentes bioativos da própolis (CHANG et al., 2002; LUO et 
al., 2011). Entretanto, neste estudo, que utilizou a origem botânica do produto apícola, esta 
análise resultou em baixos teores de flavonoides. 
A amostra que apresentou melhor capacidade antioxidante foi o extrato hidroalcoolico 
da Ilha, seguida pelas amostras de Sergipe e Alagoas (Tabela 1). Partindo do pressuposto que 
a D. ecastaphyllum é a origem botânica da própolis vermelha nossos resultados diferem dos 
encontrado por López (2014) que analisando amostras de própolis vermelha de Sergipe e 
Alagoas demonstrou maior atividade antioxidante para o produto apícola de Alagoas.   
Tabela 1: Teores de Fenóis totais e Flavonoides e atividade antioxidante dos extratos  
Amostras 
Fenóis totais  Flavonoides ORACFL 
mg EAG/g of EED mg EQ/g of EED μmol ET/g 
Sergipe 1,46 ± 0,04ª 0,035 ± 0,0
a
 1113.0 
Ilha 1,43 ± 0,03ª 0,037 ± 0,0
a
 1130.6 
Alagoas 1,37 ± 0,05ª 0,034 ± 0,0
a
 958.2 
EAG: Equivalente de ácido gálico; EQ: Equivalente de quercetina; ET: Equivalente de trolox; 
*Média dos valores da triplicata ± média DP; letras idênticas na mesma coluna são valores estatisticamente 
semelhantes. Foram realizados teste de Tukey com 5% de significância. 
 
O ensaio ORAC é um método robusto que estima diretamente a capacidade 
antioxidante das amostras, sendo que o tempo e o grau de inibição são mensurados enquanto 
se produz a reação (OU et al., 2001). O ensaio ORAC baseia-se na detecção do decaimento na 
emissão de fluorescência devido ao dano químico que produzem as espécies reativas de 
oxigênio, em uma sonda fluorescente (DÁVALOS et al., 2003; PRIOR et al., 2003). Em 
presença de um antioxidante, há inibição da capacidade oxidante do radical, pois protege a 





2002). Sendo assim, a cor vermelha do extrato não interfere na análise como acontece, por 
exemplo, na análise de DPPH.  
A análise detalhada dos fenóis e flavonoides também foi realizada por HPLC, que 
proporciona uma determinação mais fiável destes compostos. Esta análise foi utilizada para 
determinar o perfil químico dos EED. Na figura 1, os cromatogramas representativos das 
amostras são apresentados e demonstram perfis muito semelhantes entre si, corroborando com 
os resultados espectrofotométricos. Entretanto, utilizando o método HPLC foi possível 
identificar e quantificar os fenóis e flavonoides que não foram identificados pelo método 
espectroscópico (Tabela 2). O método espectrofotométrico utilizando cloreto de alumínio não 
determina igualmente todos os grupos de flavonoides e pode subestimar o teor destes 
(CHANG et al., 2002; ALVAREZ-SUAREZ  et al., 2010). 
Figura 1: Sobreposição dos cromatogramas das amostras de D. ecastaphyllum 
 
Tabela 2: Quantificação dos compostos encontrados nos extratos D. ecastaphyllum por HPLC 
Compostos 
Amostras (µg/g) 
Sergipe Ilha Alagoas 
Ácido Gálico 348 900 739 
Ácido Abscísico Ni 23 31 
Ácido Trans – Cinâmico 14 Ni Ni 
Naringerina Ni 36 213 
Isoliquiritigenina 373 357 Ni 
Formononetina 2548 1820 5734 
Biochanina A 25 Ni Ni 





Os compostos ácido gálico e formononetina foram identificados em todos os extratos e 
a isoliquiritigenina não foi detectada na amostra do estado de Alagoas. Os compostos 
formononetina e isoliquiritigenina são considerados marcadores químicos da própolis 
vermelha de Alagoas e também foram identificados em espécies de D. ecastaphyllum 
(DAUGSH et al., 2008; LÓPEZ et al., 2014).  
A partir dos resultados do HPLC foi possível quantificar os compostos químicos 
majoritários que foram identificados em todas as amostras de D. ecastaphyllum estudada. 
Conforme a Tabela 2, estes compostos foram o ácido gálico e a formononetina na respectiva 
proporção de 1:8 na amostra de Sergipe e 1:9 na amostra de Alagoas. Estes marcadores foram 
utilizados como parâmetro para produção de extratos com teores de compostos bioativos 
conhecidos.  
Após calcularmos a proporção dos compostos identificados observamos que as 
amostras de Sergipe e da Ilha possuem teores semelhantes. Entretanto, o teor dos compostos 
na amostra de Alagoas foi duas vezes maior (Tabela 3). A partir destes resultados foi definido 
qual a proporção dos dois compostos bioativos seria utilizada para determinar a padronização 
de futuros extratos e determinação das atividades biológicas. Partindo da proporção 
encontrada nos EED foi elaborada uma escala progressiva de concentração dos compostos 
comerciais para após o resultado das análises antimicrobiana determinar qual a melhor 
proporção dos marcadores deve ser utilizada para posterior produção de extratos padronizados 
(Tabela 4). 
 
Tabela 3: Teores dos compostos majoritários encontrados em nas amostras  
Compostos bioativos Sergipe Ilha Alagoas 
Total de compostos (µg / g) 3308 3136 6717 
Ácido Gálico (%) 10,5 28,7 11 










Tabela 4: Concentração dos padrões comerciais utilizada nas análises antimicrobiana  
Concentração Ácido Gálico (%) Formononetina (%) 
1:1 2,5 2,5 
1:2 1,7 3,3 
1:3 1,25 3,75 
1:4 1,0 4,0 
1:5 0,83 4,17 
1:6 0,7 4,3 
 
Neste estudo, observou-se que todas as amostras de D. ecastaphyllum foram capazes 
de inibir o desenvolvimento das cepas clínicas de S. aureus e de P. aeruginosa, embora as 
amostras apresentaram o menor desempenho inibidor para a espécie Gram negativa (Tabela 
5). Não houve diferença significativa em relação à atividade antimicrobiana dos EED. 
Entretanto, a inibição das diferentes concentrações dos padrões (ácido gálico e 
formononetina) foi quase o dobro. Provavelmente, nem todos os compostos presentes no 
extrato possuem atividade antimicrobiana, visto que a potência de inibição dos padrões 
comerciais foi melhor em relação aos extratos de D. ecastaphyllum. 
Os resultados da atividade antimicrobiana das diferentes concentrações dos padrões inferem 
que possivelmente o composto ácido gálico é o responsável por manter a resposta 
antimicrobiana (Tabela 5). Visto que, ao diminuir a concentração do ácido gálico (abaixo de 
1%) mesmo aumentando a concentração da formononetina a resposta é diminuída. 
Tabela 5: Atividade antimicrobiana dos extratos de D. ecastaphyllum e das diferentes 
concentrações dos compostos químicos identificados nas amostras. 
 S. aureus clínica P. aeruginosa clínica 
Amostras Zona de inibição (mm)* 
Sergipe 17 ± 1,7ª 13 ± 0,0
a
 
Ilha 18 ± 0,0
a
 13 ± 0,0
a
 
Alagoas 18 ± 0,0
a
 13 ± 0,0
a
 
1 A: 1 B 30 ± 0,0
a
 15 ± 0,0
a
 
1 A: 2 B 30 ± 0,0
a
 13 ± 0,0
a
 
1 A: 3 B 30 ± 0,0
a
 14 ± 1,2ª 
1 A: 4 B 30 ± 0,0
a
 15 ± 0,0
a
 
1 A: 5 B 20 ± 0,0
b
 15 ± 0,0
a
 
1 A: 6 B 20 ± 0,0
b
 15 ± 0,0
a
 
A: ácido gálico; B: formononetina;  
*Média dos valores da triplicata ± média DP; letras idênticas na mesma coluna são valores estatisticamente 






O ácido gálico (ácido 3,4,5 - trihidroxibenzóico) é um fenol de ocorrência natural nas 
plantas. Consiste em uma estrutura fenólica trihidroxilada que possui várias atividades 
farmacológicas (SARJIT et al., 2015). Este composto tem demonstrado potencial atividade 
antimicrobiana frente à Salmonella typhimurium (NOHYNEK et al., 2006), Escherichia coli e 
Staphylococcus aureus (CHANWITHEESUK et al., 2007). Os derivados do ácido gálico são 
amplamente utilizados na indústria alimentícia, de cosméticos e farmacêutica. Alguns estudos 
demonstram que estes compostos apresentam potentes atividades terapêuticas incluindo 
propriedades anticarcinogênica, antimicrobiana, antivirais além de uma potente atividade 
antioxidante, atuando como sequestradores de espécies reativas de oxigênio (EROs) (OW & 
STUPANS, 2003; SAVI et al., 2005).  
4. Conclusão 
Os resultados deste estudo demonstram que nem todos os compostos presentes nos 
extratos de D. ecastaphyllum possuem atividade frente a S. aureus e P. aeruginosa e que 
provavelmente a ação combinada entre eles diminui a potência biológica. Foi observado que 
compostos majoritários (ácido gálico e formononetina) identificados em todas as amostras de 
D. ecastaphyllum possuem atividade antimicrobiana frente a S. aureus e P. aeruginosa. 
Entretanto, os resultados demonstram que o ácido gálico é o responsável pela atividade 
antimicrobiana dos extratos de D. ecastaphyllum, pois mesmo quando a concentração deste 
composto é proporcionalmente diminuída em detrimento da formononetina a atividade 
antimicrobiana se mantem. Provavelmente a fomononetina não tem a mesma potência 
antimicrobiana. 
Para se obter atividade antimicrobiana efetiva nestas amostras pode se padronizar o 
extrato com a quantidade mínima de 1% de ácido gálico e 4% de formononetina. Entretanto 
serão necessários mais estudos para identificar outras possíveis substâncias ativas que por ora 
não foram identificadas. Embora os estudos de correlação indicassem que os compostos 
analisados têm atividade, será necessário avaliar a atividade destes compostos isolados para 
confirmar esta hipótese. 
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Este estudo, além de fornecer importantes conhecimentos básicos sobre a espécie D. 
ecastaphyllum da região do baixo São Francisco demonstrou informações relevantes, com 
relação aos tipos de metabólitos secundários encontrados em diferentes partes da planta, 
através da avaliação fitoquímica desta espécie. 
A análise molecular da região ITS evidenciou a existência de uma única população 
homogênea de D. ecastaphyllum na região em estudo. Isto corroborou com os resultados 
encontrados nas analises de impressões digitais que demonstraram perfis químicos 
semelhantes entre as amostras de Sergipe e Alagoas. A análise cromatográfica identificou os 
marcadores químicos para a própolis vermelha de Alagoas nas amostras de D. ecastaphyllum 
e própolis vermelha do estado de Sergipe. Serão necessários mais estudos comparativos entre 
a própolis vermelha alagoana com própolis de Sergipe e outras regiões do nordeste do Brasil, 
visando à possibilidade de a denominação de origem deste produto apícola ser estendido para 
estas regiões. 
Neste estudo, observou-se que qualquer parte da planta pode ser utilizada, a fim de 
obter os marcadores químicos de própolis vermelha. Os resultados inferem que para a 
produção de extratos da D. ecastaphyllum a melhor parte da planta a ser utilizada é a 
entrecasca, pois foi nesta que encontramos a maior concentração dos compostos marcadores. 
Serão necessários mais estudos para identificar outras possíveis substâncias ativas que por ora 
não foram identificadas. 
Os resultados desse estudo demonstraram que a espécie D. ecastaphyllum promete ser 
um ativo terapêutico importante, visto que os extratos evidenciaram atividade frente a cepas 
clínicas de S. aureus e P. aeruginosa. Foi observado que os compostos majoritários (ácido 
gálico e formononetina) identificados em todas as amostras da espécie vegetal possuem 
atividade antimicrobiana frente às mesmas cepas. Contudo, ao diminuir proporcionalmente a 
concentração do ácido gálico em relação à formononetina a atividade antimicrobiana destes 
compostos se manteve. Isto demonstrou a potência biológica do composto ácido gálico. 
Entretanto, serão necessários mais estudos para avaliar a atividade antimicrobiana destes 
compostos individualmente a fim de comprovar esta hipótese. 
A semelhança genética entre os espécimes de D. ecastaphyllum e a presença de vários 
marcadores químicos (os isoflavonoides formononetina, biochanina A, pinocembrina e 





planta no sistema de cultura permite a exploração de um novo modo de obter compostos 































































































































ANEXO B – Comprovante de submissão na Journal of Chromatographic Science 
 
 
